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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
96-ploščice mikrotitrske ploščice s 96 jamicami 
ɛ   Ekstinkcijski koeficient  
ɸ  Pretok (mL/min) 
A  Absorbanca 
Ap   Ampicilin  
CDI  Karbonil diimidazol 
CIM® Blagovna znamka kromatografskih monolitov podjetja BIA Separations 
d.o.o. 
(ang. Convective Interaction Media) 
Da  Dalton, enota za molekulsko maso, ki ustreza 1/12 mase čistega izotopa 
12C 
dH2O  deionizirana voda 
demi-H2O demineralizirana voda 
DARPin Osnovani ankirinski ponovljeni proteini (ang. Designed ankyrin repeat 
proteins) 
DTT   Ditiotreitol 
E. coli   Escherichia coli  
EDTA  Etilendiaminotetraocetna kislina 
EtOH   Etanol 
FT-IR  Fourierjeva transformna infrardeča spektroskopija 
GMA   Glicidil metakrilat 
HPLC   Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High 
Performance Liquid Chromatography) 
FPLC  Tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. Fast protein 
liquid chromatography) 
HCl   Klorovodikova kislina 
IPTG   Izopropil-ß-D-tiogalaktopiranozid 
IgG  Imunoglobulin G 
ID   Notranji premer 
kDa   Kilo Dalton  
LB   Luria Bertanijevo gojišče  
LLO  Listeriolizin O 
l   Dolžina optične poti 
M   Molarnost (mol/L) 
MFA  Mobilna faza A 
MFB  Mobilna faza B 
Ni-NTA Nikelj-nitrilotriocetna kovinsko-afinitetna kolona  
OD   Optična gostota ali Zunanji premer 
PEEK  Polieter eter keton 
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POM  Polioksometilen 
POM-C Polioksometilen-kopolimer 
POM-H Polioksometilen-homopolimer 
PP  Polipropilen 
PE  Polietilen 
PBS   Fosfatni pufer  
pH   Negativni desetiški logaritem koncentracije ionov H3O+ 
pI   Izoelektrična točka proteinov 
NaDS-PAGE Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
SN   Supernatant 
TEV  virus jedkanja tobaka 
Triton X-100  Polietilenglikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenileten 
t0  Retencijski čas 
t50  Čas polovičnega odziva preboja od maksimalnega odziva 
UV  Ultravijolično sevanje 
Vm  Mrtvi volumen monolita 
Vn  Volumen kromatografskega nosilca 
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Razvoj procesa izolacije in čiščenja (ang. downstream processing) biomolekul v 
terapevtske namene največkrat predstavlja več kot polovico vseh proizvodnih stroškov. 
Ena izmed pogosteje uporabljenih metod pri tem je uporaba tekočinske kromatografije, 
kjer se komponente v vzorcu ločujejo na podlagi razporeditve med mobilno in stacionarno 
fazo. V osnovi gre za relativno počasen in drag proces (nizka produktivnost), ki zaradi 
uporabe visokih tlačnih razlik ter turbulentnega toka lahko vpliva tudi na biološko 
učinkovitost produkta. Velikokrat je potrebnih več kromatografskih stopenj za zadostitev 
ustrezne čistote produkta, kar dodatno vpliva na ceno. Glavna prednost uporabe 
kromatografije v primerjavi z drugimi metodami, kot so selektivno obarjanje, ekstrakcija, 
selektivna filtracija, je doseganje večje čistosti produkta. Pospešitev procesa ločbe ali 
odvzem dodatne stopnje kromatografije pomeni večjo učinkovitost in posledično nižje 
končne stroške čiščenja (Štrancar in sod., 2002). 
 
Monolitna kromatografija je vrsta tekočinske kromatografije, pri kateri stacionarno fazo 
predstavlja monolit, to je visoko porozen homogen delec iz enega samega kosa. Prednost 
monolitov pred standardnimi delčnimi kolonami je v glavni meri masni prenos analita 
med mobilno in stacionarno fazo, ki poteka preko konvekcije, velikokrat z majhnim 
padcem tlaka na koloni, kar omogoča hitro ločbo, pri čemer se ohranjajo visoke vezavne 
kapacitete in kromatografske resolucije. To velja predvsem za večje biomolekule in 
nanodelce, kot so proteini, virusi, DNK ter RNK (Barut  in sod., 2008).  
 
Na tržišču najdemo kopico komercialnih kromatografskih enot, ki so namenjene začetnim 
testom pri razvoju metode čiščenja na laboratorijski ravni. Med te sodijo standardne 
mikrotitrne ploščie s 96 vdolbinicami, ki omogočajo hkratno testiranje različnih pogojev, 
pri iskanju robustnosti in optimuma procesa (ang. high throughput screening), različni 
specifični izolacijski kompleti, ki omogočajo izolacijo in čiščenje določenega liganda, in 
številne kromatografske kolone različnih kemij in volumnov. Slabost zadnjih je, da v 
večini primerov potrebujemo primerno kromatografsko opremo (kromatografski sistem, 
programska oprema…), ki nam omogoča uporabo kromatografskih kolon in kasnejšo 
obdelavo podatkov. Omejitev kromatografskih kolon se kaže tudi v njihovi velikosti. 
Tako na tržišču najdemo le manjši delež kolon majhnih volumnov (pod 1 mL), ki 
omogočajo začetni razvoj procesa izolacije z minimalno uporabo vzorca in pufrov. 
Različni kromatografski izolacijski kompleti obidejo večino zgoraj navedenih slabosti, 
vendar se pri njih srečujemo s problematiko enkratne uporabe in relativno visoke cene. 
(Gronemeyer in sod., 2014; Scharl in sod., 2016) 
 
Vpeljava afinitetne kromatografije omogoča od liganda specifično ločbo, ki se odraža v 
visoki čistoti produkta z željeno koncentracijo. Razširjenost afinitetne kromatografije 
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najdemo predvsem v biofarmacevtski industriji, pri kateri je največji poudarek na izolaciji 
protiteles. (Lintern in sod., 2016). Kromatografija, ki temelji na proteinu A velja za 
najpogosteje uporabljeno afinitetno kromatografijo, ki omogoča izolacijo tako 
monoklonskih kot poliklonskih protiteles (IgG) (Ayyar in sod., 2012; Mazzer in sod., 
2015). Problematika afinitetne kromatografije so visoki stroški priprave take kolone, ki 
so v največji meri pogojeni s ceno nosilca (Černigoj in sod., 2016). 
 
Monolitna kromatografija odpira nova vrata v biotehnoloških postopkih priprave 
imobiliziranih encimskih reaktorjev (ang. immobilized enzyme reactors (IMERs)). Pod 
pojmom imobiliziran encimski reaktor razumemo vsako kovalentno vezavo encima na 
stacionarno fazo za potrebe presnove substrata, prisotnega v mobilni fazi. Encimi so po 
vezavi stabilnejši in omogočajo večkratno, kontinuirano uporabo, kar izboljša tako 
tehnološki kot ekonomski vidik (Guisan, 2006). Uporaba monolita kot stacionarne faze 
pri imobiliziranih encimskih reaktorjih doprinese višje izkoristke in omogoča spremljanje 
encimske aktivnosti v realnem času na račun konvekcijskega masnega prenosa na 
relativno veliki specifični površini z minimalnim povratnim tlakom (Pfaunmiller in sod., 
2013).  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Osnovni namen magistrskega dela je razvoj nove kromatografske enote (monolitne 
kolone) majhnega volumna (pod 200 µL) v obliki mini diska, ki bi bila cenovno ugodna, 
a bi hkrati dosegala in zagotavljala iste lastnosti kot ostali produkti linije CIM®. Novo 
kromatografsko enoto, smo želeli oblikovati tako, da se jo lahko uporabi kot monolitni 
nosilec v 96- ploščicah, spin koloni ter enojni minikoloni, pri čemer lahko izhajamo iz 
monolitov, ki jih polimeriziramo namensko ali pa za to uporabimo odpadne kose velikih 
enot, iz katerih izvrtamo majhne monolite. Ena izmed potencialnih uporab takih malih 
enot je tudi priprava afinitetnih nosilcev, ker so velikokrat uporabljeni ligandi zelo dragi 
in neprimerni za vezave na velike enote. Končni cilj naloge je predstavljal pripravo 
encimskega reaktorja z imobilizacijo proteaze virusa jedkanja tobaka (proteaza TEV) na 
stacionarno fazo nove kromatografske enote za izolacijo tarčnih proteinov na podlagi 
cepitve His-repkov z rekombinantnih proteinov.  
 
1.1.1 Delovne hipoteze 
 
 Osnovna monolitna tehnologija je dovolj razvita, uveljavljena in robustna, da 
omogoča razvoj cenovno ugodnih kromatografskih nosilcev, primernih za vezave 
raznih bioloških ligandov. 
 Monolitni nosilec omogoča enostavno in učinkovito vezavo zelo različnih 
proteinskih ligandov, ki ohranjajo svojo funkcionalnost tudi po vezavi na 
površino nosilca.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ČIŠČENJE BIOLOŠKIH MAKROMOLEKUL IN BIOKROMATOGRAFIJA 
 
Raziskave in dognanja s področja molekularne in celične biologije v zadnjih nekaj 
desetletij so nam omogočila vpogled v nove tehnologije za proizvodnjo kompleksnih 
biomolekul, ki nosijo potencial za izboljšanje zdravstva, bodisi v diagnostičnih, 
preventivnih ali terapevtskih vidikih (Štrancar in sod., 2002). Eden poglavitnih korakov 
pri pripravi takih biomolekul je njihova izolacija in čiščenje, ki predstavlja odstranitev 
vseh nečistot, in s tem zmanjša stranske učinke le teh (Trilisky, 2009). Med najpogostejše 
postopke čiščenja biomolekul štejemo obarjanje, ultrafiltracijo in tekočinsko 
kromatografijo, pri čemer le kromatografija dosega čistoto, potrebno za terapevtske 
namene (Štrancar in sod., 2002). 
 
Pod pojmom kromatografija razumemo vse tehnike ločevanja zmesi kemijskih ali 
bioloških spojin v posamične komponente, ki jih želimo podrobneje proučevati. Poznamo 
več vrst kromatografij, ki temeljijo na različnih pristopih ločbe, vsem pa je skupna 
porazdelitev proučevane snovi (topljenca, analita) med tekočo (mobilno) in trdno 
(stacionarno) fazo (Koruza, 2012). Stacionarna faza predstavlja medij, na katerega se 
proučevani analit lahko veže (razen v primeru gelske izključitvene in negativne 
kromatografije (Jungbauer, 2005), zato mora biti površina stacionarne faze lahko 
dostopna, s čim večjo aktivno površino na volumsko enoto, kar omogoča visoko vezavno 
kapaciteto ter boljšo ločbo (Trilisky, 2009). 
 
2.1.1 Monolitna kromatografija 
 
Ko govorimo o tekočinski kromatografiji, monolitna kromatografija vpeljuje monolitni 
nosilec, torej kontinuiran nosilec iz enega samega kosa, ki ima v primerjavi z delčnimi 
kolonami višjo poroznost. Pod pojmom poroznost moramo razlikovati med poroznostjo 
delca, in meddelčno poroznostjo. S prvo se srečujemo pri osnovnem delcu delčnih kolon, 
le ta je porozen (ang. porous particle), kar omogoča distribucijo mobilne faze v delec na 
račun difuzije. Meddelčna poroznost pri delčnih kolonah predstavlja ves vmesni prostor 
med posameznimi delci, kjer mobilna faza prehaja konvekcijsko. Ko govorimo o 
poroznosti monolita, pravzaprav opisujemo meddelčno poroznost, saj ima monolit le 
strukturo odprtih zamreženih kanalov, ki niso še dodatno porozni. Višja poroznost 
pripomore k manjšemu povratnemu tlaku oziroma manjšemu padcu tlaka na koloni, kar 
omogoča vpeljavo višjih pretokov in s tem hitrejšo ločbo.  
 
Na trgu obstaja več tipov kromatografskih monolitov ki se razlikujejo bodisi v osnovni 
strukturi monolita (celulozni, silika – SiO2, sintetični polimeri), v morfologiji (diski, 
cevasti, nesimetrični kosi, ...) ter načinu priprave (Švec in sod., 2003). Komercialno 
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dostopni in najpogosteje uporabljeni so bodisi polimerni monoliti (organski) in monoliti 
na osnovi SiO2 (anorganski). SiO2 monoliti so navadno narejeni tako, da vsebujejo 
bimodalne pore – večje konvekcijske in manjše zaprte (kjer poteka masni prenos 
izključno preko difuzije), za razliko od polimernih monolitov, ki imajo v večini 
uniformne pore. SiO2 monoliti so nestabilni v alkalnih medijih, kar pa je velika ovira 
zaradi nezmožnosti uporabe natrijevega hidroksida za čiščenje kolon (Trilisky, 2009). 
 
Pomembna prednost poroznih organskih monolitov je njihova vsestranskost pri pripravi 
različnih vrst aktivne površine. Tako lahko spremenimo naboj, polarnost, reaktivnost 
površine in na tak način pripravimo kromatografske nosilce za različne aplikacije (Švec 
in sod., 2003). 
 
Podjetje BIA Separations d.o.o. je razvilo in patentiralo blagovno znamko CIM® 
(angleško: Convective Interaction Media), in sicer so to polimetakrilatni monoliti, 
namenjeni ločbi in čiščenju raznih molekul in nanodelcev, ki bodo predstavljeni v 
nadaljevanju. 
 
2.1.1.1 Monoliti CIM® 
 
Monolite CIM® pripravimo pri kopolimerizaciji glicidil metakrilata (GMA), ki zagotavlja 
funkcionalne skupine, ter etilen dimetakrilata (EDMA), ki poskrbi za zamreževanje. 
Polimerna mešanica sestoji še iz enega ali več porogenov, ki sta običajno mešanica 
dodekanola in cikloheksanola, ter temperaturno odvisnega radikalskega iniciatorja 
polimerizacije, ki sproži zamreževanje monomerov (Pfaunmiller in sod., 2013). (Slika 1) 
Polimerna mešanica je nato vstavljena v kalup, ki definira končno obliko monolita (diski, 
monoliti za mikrotitrne ploščice s 96 jamicami, velike cevaste kolone) in se zatem 
polimerizira do 24 ur, pri določeni temperaturi (približno 60 °C). 
 
Polimerizacija je pogojena in odvisna od temperature, zato že majhna sprememba le-te 
rezultira v spremembi končne morfologije in distribuciji por v monolitu (Barut in sod., 
2008). S spreminjanjem parametrov polimerizacije ustvarjamo osnovne pore velikosti 1,3 
µm (CIM linija) ali pa izpopolnjeno serijo imenovano CIMmultus™ s porami velikosti 
2.0 µm, ki so primernejši za čiščenje večjih proteinov (IgG, IgM, …), virusov 
(adenoasociirani virus (AAV), lentivirus, …) ali plazmidno DNK (pDNK). 
 
Monolite se ob koncu polimerizacije odstrani iz kalupa in spira s topili, ki omogočajo 
odstranitev vseh preostalih reagentov, ki so bili uporabljeni v procesu.  
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Slika 1. Shematičen prikaz polimerizacije monolita CIM  (Pfaunmiller in sod., 2013: 19). 
 
Dve izmed poglavitnih prednosti metakrilatnih monolitov CIM pred tradicionalnimi 
poroznimi delčnimi kolonami, sta visoka poroznost stacionarne faze in odsotnost 
nepretočnih por. Tradicionalne delčne kolone lahko dosežejo vrednost poroznosti do 
40%, medtem ko je poroznost monolitnih kolon lahko tudi 90% (pri monolitih CIM okrog 
60%). Večja poroznost je neposredno povezana večjo propustnostjo kolon, kar omogoča 
uporabo višjih pretokov (Podgornik in sod., 2005). Skoraj vse delčne kolone, ki se 
uporabljajo danes, so bile ustvarjene z namenom ločevana majhnih do srednje velikih 
proteinov (manjši od 20 nm). Nepretočne pore v delcih takih kolon zato večinoma ne 
presegajo 100 nm. Le-te omogočajo dobro ločbo in visoko kapaciteto, pri večjih (pDNK, 
virusi) pa se srečujemo z drastičnim padcem vezavne kapacitete na koloni na račun 
nedostopnosti por za tako velike analite. Zaradi posledic prenosa analita v nepretočne 
pore preko difuzije se pri poroznih delčnih kolonah z višanjem pretoka tudi kvari 
kromatografska ločba.  
 
Pri  monolitih CIM govorimo o konvekcijskem masnem prenosu. Pore v monolitih CIM 
so odprte z obeh strani, medsebojno povezane ter tvorijo mrežo kanalov brez slepih 
koncev, skozi katero lahko prosto prehaja mobilna faza. Ker so aktivna vezavna mesta 
prosto dostopna, je masni prenos med mobilno in stacionarno fazo izredno hiter, zato sta 
resolucija ter dinamična vezavna kapaciteta praktično neodvisni od hitrosti pretoka-
konvekcijski masni prenos (Podgornik in sod., 2005; Peterka in sod., 2010).  
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Slika 2. Različni tipi stacionarnih faz. Konvencionalna porozna delčna kolona (a), perfuzivna delčna kolona 
(b), monolit (c), mebrana (d). Pri tipu delčnih kolon (a in delno b) govorimo o difuzijsko kontroliranem 
masnem prenosu, pri monolitih in membranah o konvekcijsko-kontroliranem prenosu (Trilisky, 2009: 12). 
Polimerizacija monolitnih CIM kolon omogoča enostavno skalabilnost. Monoliti so 
namreč volumsko definirani že v fazi polimerizacije, tako so komercialno dostopni 
monoliti volumna od 0,1 mL do 8000 mL, ki so nadalje vstavljeni bodisi v plastično ali 
kovinsko ohišje. Take kolone uporabnik samo priklopi na kromatografski sistem, 
ustrezno spira in že je pripravljena za uporabo. Za razliko od konvencionalnih kolon ni 
potrebno nikakršno pakiranje in nadaljnja validacija kolone s strani uporabnika (Barut in 
sod., 2008).  
 
Monoliti CIM odražajo iste lastnosti pri vseh velikostnih razredih kromatografskih kolon. 
Komercialno dostopne monolite CIM najdemo bodisi v obliki diska (0,1-0,34mL), pri 
katerih se srečujemo z aksialnim tokovnim profilom (Slika 3), ali pa v cevasti obliki 
monolita, pri katerih govorimo o radialnem tokovnem profilu.  
 
Slika 3. Prikaz aksialnega pretoka na CIM diskih (BIA Separations, 2017). 
Prikazano je bilo, da je pri monolitih CIM sposobnost ločbe v veliki meri neodvisna od 
dolžine kolone – koncept kratke kromatografske plasti (Štrancar in sod., 2002; Podgornik 
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in sod., 2013). Tako je bila za pripravo monolitov večjih volumnov (nad 1 mL) izbrana 
cevasta geometrija, ki vpeljuje radialno obliko pretoka. S tem je dosežena uniformnost 
porazdelitve por, zmanjšanje padca tlaka in mehanična stabilnost kolone, ki odraža iste 
lastnosti, kot jih najdemo v monolitih majhnega volumna (Peterka in sod., 2010). Z 
radialnim pretokom (Slika 4) tako s spremembo višine monolita definiramo volumen 
kolone, pri čemer je dejanska debelina kolone, na kateri poteka izmenjava, široka le nekaj 
centimetrov (do 2cm) (Barut in sod., 2008).  
 
Slika 4. Prikaz radialnega konvekcijskega pretoka na cevastih CIM monolitih. Mobilna faza obliva monolit 
s strani, pri čemer je izmenjevalna površina na volumsko enoto znatno višja (BIA Separations, 2017). 
2.1.2 Kromatografske enote majhnih volumnov 
 
V začetnih raziskovalnih fazah razvoja procesa čiščenja določene biomolekule stremimo 
k čim manjši porabi vzorca, saj je le ta načeloma v omejenih količinah, njegova 
proizvodnja pa je pa finančno oziroma časovno potratna. Za dosego optimalne metode 
čiščenja pa je željeno testiranje različnih pogojev. Volumska velikost kromatografskega 
nosilca je tako v obratnem sorazmerju s številom možnih testiranj pri definirani količini 
vzorca (Vidič in sod.,  2003).Vpeljava kromatografske enote majhnega volumna 
predstavlja odgovor na hitro in ponovljivo testiranje različnih pogojev, pri majhni porabi 
vzorca, in hkrati omogoča možnost neposrednega prenosa procesa na večjo raven 
(skalabilnost procesa). 
 
V nadaljevanju sledi pregled komercialno dostopnih kromatografskih enot majhnih 
volumnov, namenjenih izolaciji biomolekul na preparativni ravni. Analitskih kolon zato 
ne bomo obravnavali. Prav tako se bomo posvetili zgolj že v naprej pripravljenim 
kromatografskim enotam, ki omogočajo takojšnjo uporabo. 
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2.1.2.1 Komercialno dostopne kromatografske enote majhnih volumnov 
 
Podjetje GE Healtcare Life Sciences ponuja kopico kromatografskih kolon različnih 
kemij pod imenom HiTrap™. Gre za že pripravljene kolone, volumna 1 mL ali 5 mL, ki 
omogočajo izolacijo in čiščene različnih biomolekul na osnovi ionske, hidrofobne ali 
afinitetne kromatografije. HiTrap™ kolone se lahko uporablja s kromatografskimi 
sistemi, omogočajo pa tudi uporabo s peristaltičnimi črpalkami ali brizgami. 
 
Podjetje nudi tudi serijo PreDictor™, gre za 96-ploščice s kromatografskimi enotami, ki 
omogočajo hitro testiranje robustnosti in optimuma procesa (ang. high throughput 
screening). Le-te se lahko uporablja ročno, omogoča pa tudi robotizacijo procesa (GE 
Healtcare Life Sciences, 2017). 
 
Thermo Fisher Scientific ponuja kromatografske kolone pod imenom POROS™ 
GoPure™. Gre za ionsko izmenjevalne in afinitetne kolone volumna 5 ml do 6,3 L, ki 
vsebujejo bimodalne pore in omogočajo izolacijo biomolekul velikosti do 50 µm (Thermo 
Fisher Scientific, 2017).  
 
Kromatografski liniji MiniChrom™ in RoboColumn™ sta proizvod podjetja Merck 
Millipore. Pri prvih gre za kolone volumna 1 ml – 5 ml in so namenjene ročnemu 
upravljanju, druge pa najdemo v velikosti 0,2 ml in 0,6 ml ter so namenjene robotizirani 
uporabi za hitro sočasno testiranje pogojev (Merck Millipore, 2017). 
 
Pri podjetju Sartorius najdemo serijo membranskih kromatografskih kolon z imenom 
Sartobind® v razponu velikosti 0,08 mL do 5 L. Najmanjša enota s pod imenom 
Sartobind pico® ponuja kolone treh različnih kemij: močne anionske (Q) in kationske (S) 
izmenjevalce, ter na sol tolerantne anionske izmenjevalce z vezanim primarnim aminom 
(STIC PA). Zaradi velikih por (>3 µm) so idealne za delo z večjimi biomolekulami, prav 
tako omogočajo uporabo hitrih pretokov na račun konvekcijskih lastnosti membran. 
Uporaba je mogoča tako na kromatografskem sistemu kot z brizgami (Sartorius, 2018). 
 
OPUS® MiniChrom je linija kromatografskih kolon volumna 0,2 mL do 10 mL podjetja 
Repligen. Kolonah ponujajo v treh različnih premerih in raznovrstnih kemijah (SEC, IEX, 
HIC, IMAC) in omogočajo delo na kromatografskem sistemu (Repligen, 2018). 
 
2.1.2.2 CIM® monoliti majhnih volumnov 
 
Prvotna monolitna kromatografska enota podjetja BIA Separations d.o.o., ki se uporablja 
še danes, je monolit v obliki diska (CIM® Disk housing) volumna 0,34 mL. Le ta je 
cenovno ugoden in omogoča delo na tako HPLC kot FPLC sistemih, obstaja pa le v 
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prvotni CIM® različici, ki ima pore velikosti 1,3 µm in s tem ni popolnoma prilagojen za 
delo z večjimi biomolekulami (protitelesa, virusi, pDNK…).  
 
Vidič in sod., 2006, so prikazali možnost miniaturizacije osnovnega CIM® diska v 34 µL 
ter 3,4 µL veliki enoti, ki v primerjavi s CIM® diskom odražata višjo resolucijo in nižjo 
mejo detekcije, kar mogoča analizo manjših koncentracij makromolekul. Ker pa ta format 
ni bil načrtovan za množično proizvodnjo, ga podjetje BIA Separations d.o.o. ne proizvaja 
več. 
 
Trenutno najmanjši monolit, ki ga proizvaja podjetje, je analitska kolona (CIMac™) z 
volumnom stacionarne faze 0,1 mL. Kolona je prilagojena za delo s HPLC sistemi, zato 
ta prenese visoke padce tlakov (nad 100 bar), ki so običajni na analitskih kromatografskih 
sistemih. Posebno oblikovano ohišje omogoča ločbo molekul z visoko resolucijo. Zaradi 
take namembnosti analitska kolona ni primerna za aplikacije, kjer je potrebna velika 
fleksibilnost ter nizka cena kromatografskega nosilca.  
 
Trenutno je najmanjši monolit z 2 µm porami, ki se ga uporablja za začetne teste pri 
razvoju kromatografskih procesov čiščenja bioloških makromolekul, je CIMmultus 1 mL 
kolona (BIA Separations, 2017). Glede na potrebe na tržišču je taka velikost vsaj 10 x 
previsoka za namembnost, za katero se kolono trenutno uporablja. 
 
Nova majhna kromatografska enota, predstavljena v magistrskemu delu, je rezultat 
kombinacije analitske kolone s klasičnim diskom, pri čemer so uporabljene 2 µm pore, ki 
omogočajo delo z večjimi biomolekulami ter omogočajo enostavno skalabilnost vse do 8 
L kromatografske enote. 
 
2.1.3 Karakterizacija novo razvite monolitne CIM kromatografske enote 
majhnega volumna 
 
2.1.3.1 Test pulzne motnje 
 
Pulzi test ali test pulzne motnje je standardni kvalitativni test v kromatografiji, ki nam 
poda lastnosti masnega pretoka in adsorpcijskih kapacitet stacionarne faze (Rodrigo in 
Mendioroz, 1992). Test pulzne motnje je osnovna metoda, ki se uporablja za preverjanje 
uspešnosti delovanja   monolita CIM. Temelji na injiciranju majhne količine vzorca (npr. 
nekje do 1 % volumna kromatografskega nosilca), ki vsebuje sledilec na monolitno 
kolono pri realnem pretoku mobilne faze. Pod pojmom sledilec razumemo vsako snov, 
katere molekulska velikost je manjša od por stacionarne faze monolita, kar omogoča 
prodor skozi vse pore. Prav tako mora biti sledilec inerten, saj ne sme imeti nikakršnih 
površinskih interakcij s stacionarno fazo, kar bi povzročalo njegovo zadrževanje na 
koloni in s tem kasnejšo elucijo (kasnejši retenzijski čas).  
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Sledilec, uporabljen za metodo pulzne motnje, je prilagojen modifikaciji monolitne 
površine, največkrat pa se uporabljajo 1 % (V/V) raztopino acetona ali 4 M NaCl ali 0,1 
mg/mL uracil, raztopljeni v ustrezni mobilni fazi.  
 
Ustreznost pretočnosti monolita CIM ponazarja pravokotna oblika UV odziva pulzne 
motnje brez kakršnih koli deformacij. Med najpogostejši deformaciji štejemo plazenje 
vrha (ang. fronting) in vlečenje oziroma raztezanje vrha (ang. tailing). Prvega 
prepoznamo po sigmoidni obliki začetnega dviga odziva, drugega pa po podaljšanem 
padcu odziva. Primera obeh deformacij prikazana v sklopu rezultatov na Slika 19. 
Kakršnakoli deformacija, cepljenje in pojav dvojnih vrhov, ponazarja slabo tesneje, 
puščanje ali druge hidrodinamične napake monolitne kolone. Retenzijski čas je definiran 
kot razlika med časom maksimalnega odziva sledilca (tc) ter časom injiciranja (t0) (Slika 
5). Ker je retenzijski čas vsota mrtvega volumna kolone in sistema, moramo upoštevati 
tudi mrtvi volumen sistema (volumen od injektorskega ventila do detektorja). Trdimo 
lahko, da prihaja do puščanja mimo kolone v primeru, ko je retenzijski čas enak mrtvemu 
volumnu sistema (BIA Separations, 2015). 
 
 
Slika 5. Kromatogram prikaza odziva s testom pulzne motnje. t0 označuje čas injiciranja, tc pa retenzijski 
čas maksimalnega odziva sledilca (BIA Separations, 2015). 
 
2.1.3.2 Določanje dinamične vezavne kapacitete 
 
Dinamična vezavna kapaciteta (DVK), nam pove, kolikšno količino tarčnega analita 
(afinitetnega liganda v primeru afinitetne monolitne kromatografije), lahko vežemo na 
kolono pri določenem pretoku skozi kolono. Največkrat je definirana kot masa liganda, 
ki se veže pri določenem času na volumsko enoto nosilca. Razberemo jo iz prebojne 
krivulje, katero dobimo ob nalaganju analita z znano koncentracijo na kolono do njenega 
10 ali 50-odstotnega nasičenja (Podgornik, 1998). Za razliko od statične vezavne 
kapacitete, ki nam poda vrednost popolne nasičenosti – termodinamska (maksimalna) 
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količina liganda, ki se lahko veže na nosilec pri določenih pogojih, nam DVK omogoča 
veliko manjše izgube liganda ter podaja realne vezavne kapacitete pri določenem času in 
pretoku (Hofera in sod., 2011)  (Slika 6). 
 
Osnoven princip DVK je vezava analita na aktivna mesta stacionarne faze, pri čemer se 
v idealnih pogojih v začetku ves ligand veže, to na UV signalu zaznamo kot začetni plato. 
Ob dotekanju novih molekul analita se prosta vezavna mesta postopoma zasedajo in ko 
prostih vezavnih mest zmanjkuje, se molekule analita začnejo pojavljati na iztoku kolone, 
kar zaznamo z detektorskim signalom kot  naraščanje signala. Za primere nosilcev, kjer 
poteka masni transport preko konvekcije, je preboj zelo strm. Vsaka počasna rast UV 
signala kaže na določene nehomogenosti bodisi v strukturi monolita bodisi v slabem 
tesnjenju monolita. Ko se zasedejo vsa vezavna mesta, je hitrost adsopcije liganda enaka 
njegovi desorpciji, kar opazimo kot sekundarni plato (Podgornik, 1998). Dinamična 
vezavna kapaciteta je pri monolitih CIM zaradi konvekcijskega masnega transporta 
neodvisna od pretoka (Mihelič in sod., 2000). 
 
Slika 6. Shematski prikaz prebojne krivulje. Polna črta prikazuje dinamiko vezave analita. Črtkana črta 
prikazuje začetni plato (vezava vsega liganda) in sekundarni plato (adsopcija liganda enaka njegovi 
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2.2 PRIPRAVA IN UPORABA MAJHNIH MONOLITNIH KOLON NA PRIMERU 
AFINITETNE KROMATOGRAFIJE  
 
2.2.1 Afinitetna monolitna kromatografija 
 
Afinitetna monolitna kromatografija je tip tekočinske kromatografije, pri kateri je na 
monolitni stacionarni fazi vezana molekula (ligand), ki specifično (afinitetno) in 
reverzibilno veže komplementarne biološke substance. Interakcije med ligandom  in 
analitom so raznolike, gre za skupek elektrostatskih, hidrofobnih, van der Wallsovih ali 
vodikovih vezi, ki omogočajo visoko selektivnost vezave med njima. Tudi družina 
ligandov je raznolika, kot na primer proteini (protitelesa, lektini, encimi...), imobilizirani 
kovinski ioni in barvila. Glede na vezan ligand poznamo različne afinitetne 
kromatografske tehnike – bioafinitetna kromatografija, imunoafinitetna kromatografija 
(IAC), kovinsko afinitetna kromatografija (IMAC) in druge (Pfaunmiller in sod., 2013). 
 
Osnovni princip afinitetne kromatografije je, da preiskovani analit z biološko afiniteto na 
vezan ligand v prvi  mobilni fazi (vezavni pufer), vežemo na kolono, ostale molekule pa 
se zaradi nekompatibilnosti ne vežejo in zapustijo kolono v nevezni frakciji. Vezavni 
pufer mora v tem primeru imeti optimalne pogoje (pH, koncentracija soli) za vezavo 
analita na specifični vezani ligand.  
 
Vezan analit se s kolone spere z vpeljavo druge mobilne faze (elucijski pufer), ki ima 
bodisi drugačno sestavo od vezavnega pufra, tako da prekine interakcije med ligandom 
in analitom, bodisi nosi enake pogoje kot vezni pufer, le da vsebuje kompetitivne 
molekule, ki se preferenčno specifično vežejo na imobiliziran ligand in s tem izpodrinejo 
vezan analit (sprememba pH, ionske moči, temperatura, polarnost, kompetitivne 
molekule). Po koncu se taka kolona lahko regenerira in ponovno uporabi (Pfaunmiller in 
sod., 2013). 
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Slika 7. Shema osnovnega principa delovanja afinitetne kromatografije. (Pfaunmiller in sod., 2013). Shema 
prikazuje nanos vzorca na kolono v veznem pufru, pri čemer se analit specifično veže z imobiliziranim 
ligandom, ne vezane molekule pa se sperejo z veznim pufrom. Ob vpeljavi nove mobilne faze pride do 
sproščanja analita. Zadnji korak je regeneracija kolone s veznim pufrom. 
Afinitetne kromatografija zaradi svoje specifičnosti omogoča izredno visoko čistoto 
produkta že z enim samim korakom čiščenja. Slaba stran afinitetne kromatografije so 
visoki stroški priprave take kolone, ki so v največji meri pogojeni s ceno nosilca (Černigoj 
in sod., 2016). Tako je kljub visokemu potencialu, na industrijski ravni le redko ali 
nazadnje uporabljena kromatografska tehnika, ko vse ostale tehnike ne dosegajo željene 
čistoto produkta, pogosteje pa jo zasledimo v raziskovalnih laboratorijih. 
2.2.2 Aktivacija (funkcionalizacija) površine monolitov CIM 
 
Pod pojmom vezava afinitetnega liganda razumemo vsako omejitev prostega gibanja 
biomolekule, ki je značilna za molekulo v raztopini. Kovalentna ireverzibilna vezava 
afinitetnega liganda na stacionarno fazo omogoča višjo stabilnost liganda ter manjšo 
desorpcijo (ang. leaching), velikokrat pa zaradi primerne funkcionalizacije površine 
kromatografskega nosilca zmanjšamo tudi nespecifične interakcije med površino in 
molekulami v vzorcu. Hkrati pa je predpogoj dobre afinitetne kolone ohranjanje 
specifičnosti vezave med vezanim ligandom in analitom, kar pa zaradi steričnih ovir ter 
sprememb strukture liganda ni trivialno (Koruza, 2012). 
 
Za uspešno vezavo afinitetnega liganda na monolitno stacionarno fazo pa moramo najprej 
uvesti ustrezne funkcionalne skupine na površino, ki omogočajo vezavo liganda preko 
specifičnih mest na ligandu. Najpogostejše uporabljene funkcionalne skupine na ligandu, 
ki omogočajo uspešno imobilizacijo so: amino ( -NH2), karboksilne (-COOH), tiolne (-
SH), hidroksilne (- OH) in aldehidne (-CHO) skupine. 
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Osnovna funkcionalna skupina na površini metakrilatnih monolitov CIM je po 
polimerizaciji epoksi skupina, ki je že sama po sebi primerna za vezavo raznih molekul, 
ki vsebujejo aminske oziroma tiolne skupine. Žal je je kinetika vezave ponavadi zelo 
počasna, hkrati pa po sami vezavi na površini ostaja velika gostota nezreagiranih epoksi 
skupin, ki so potencialni vir sekundarnih reakcij tako z že vezanim ligandom kot z 
molekulami v vzorcu. (Benčina in sod., 2004) Epoksi skupine lahko kemijsko 
modificiramo v druge aktivne skupine, kot so aldehidna (Naldi in sod., 2017) ali 
karbonildiimidazolna (CDI) (Černigoj in sod., 2016), ki velikokrat omogočajo bolj 
učinkovite vezave afinitetnih ligandov (Benčina, in sod., 2004).  
 
V nadaljevanju so predstavljene modifikacije osnovnega monolita CIM, ki omogočajo 
imobilizacijo afinitetnih ligandov in so bile uporabljene za magistrsko delo na malih 
monolitnih kolonah. 
 
2.2.2.1 Modifikacija s 1,1 – karbonildiimidazolom (CDI)  
 
1,1-karbonildiimidazol (CDI) je organska spojina, ki se jo zaradi njenih lastnosti 
uporablja kot reagent za pripravo aktivirane površine kromatografskega nosilca, ki 
kasneje omogoča vezavo ligandov, ki vsebujejo aminske oziroma tiolne skupine. Po 
vezavi liganda se vzpostavi most iz karbamatne vezi, ki je relativno obstojen v alkalnih 
medijih. Za razliko od ostalih, pogosteje uporabljenih imobilizacijskih metod (cianogen 
bromid, epoksid, shiffova baza), kjer po vezavi afinitetnega liganda ostaja na površini 
elektrostatski naboj, kar lahko povzroči neželjene ionske interakcije med nosilcem in 
molekualmi iz vzorca, je karbamatna skupina nevtralna (Crowley in sod., 1986). 
 
Reakcijska shema od osnovnega epoksi monolita preko uvajanja CDI skupin in na koncu 
do vezave liganda je prikazana na Slika 8. Deaktivacijo prostih imidazolkarbamatnih 
skupin po vezavi sprožimo s hidrolizo, ki jo dosežemo z raztopinami z bazično pH 
vrednostjo 
(Benčina in sod., 2004).
 
Slika 8. Shematski prikaz kovalentne imobilizacije proteina z uporabo CDI aktivacije (Pfaunmiller in sod., 
2013). 
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2.2.2.2 Aldehidna modifikacija  
 
Aldehidno modifikacjo lahko dosežemo z različnimi reagenti, ki omogočajo nastanek 
aldehidih funkcionalnih skupin (Naldi in sod., 2017). V primeru magistrske naloge smo 
pripravili aldehidne mini diske brez ročic z uporabo natrijevega periodata. Epoksi skupine 
na površini monolita morajo biti v prvi stopnji hidrolizirane, potem pa novonastale diolne 
skupine vstopajo v reakcijo s natrijevim periodatom (NaIO4), ki povzroči nastanek 
aldehidnih skupin brez ročic (Podgornik in sod., 1998). 
 
Aldehidna modifikacija monolita je zanesljiva in pogosto uporabljena metoda aktivacije 
površine, ki omogoča kovalentno vezavo afinitetnega liganda na monolitno stacionarno 
fazo v procesu, imenovanem reduktivna aminacija. (Brena in sod., 2013) Pri reduktivni 
aminaciji vežemo spojino preko aminske skupine na aldehidno funkcionalno skupino 
(tvorba Schiffove baze), v naslednjem koraku pa intermediat – imin, reduciramo v 
stabilnejšo aminsko vez z uporabo reducenta, največkrat NaBH4 oziroma NaCNBH3 
(Slika 9). Natrijev cianoborohidrid je blag reducent, ki vstopa v reakcijo pri preferenčno 
nevtralnih pogojih (pH 7.2), ne povzroči razpada disulfidnih vezi imobiliziranega 
proteina niti ne reducira prostih aldehidnih skupin, kar bi lahko povzročilo slabšo 
učinkovitost vezave bodisi na račun razpada liganda bodisi na račun zmanjšanja aktivnih 
imobilizacijskih mest. Natrijev borohidrid (NaBH4) je močnejši reducent, ki pa se ga 
uporablja pri pH vrednostih okrog 10, zato njegova uporaba ni vedno priporočljiva.  
 
 
Slika 9. Shematski prikaz kovalentne priprave aldehidno-modificiranega monolita ter imobilizacije proteina 
preko reduktivne aminacije. (Pfaunmiller in sod., 2013) 
 
Deaktivacijo prostih aldehidnih skupin po imobilizaciji liganda sprožimo z višanjem pH. 
V primeru imobiliziranih ligandov, ki so na pH občutljivi, deaktivacijo prostih aldehidnih 
skupin dosežemo z novo reduktivno aminacijo, pri čemer na njihovo mesto vežemo 
majhno organsko molekulo, kot je npr. etanolamin. 
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2.2.3 Monolitni encimski reaktorji 
 
Encimi so makromolekularni katalizatorji, ki se v biotehnologiji uporabljajo v veliko 
različnih izolacijskih postopkih (Brena in Batista-Viera, 2013). Večina encimov je 
relativno nestabilnih, njihova produkcija in izolacija predstavljata velik strošek ter so v 
primeru encimske reakcije v raztopini praktično le enkratno uporabni. 
 
Afinitetna monolitna kromatografija odpira nova vrata v biotehnoloških postopih 
priprave encimskih reaktorjev. Imobilizacija encimov na stacionarno fazo obide zgoraj 
navedene omejitve, tako so encimi po imobilizaciji stabilnejši in omogočajo večkratno, 
kontinuirano uporabo, kar izboljša tako tehnološki kot ekonomski vidik (Guisan, 2006). 
 
Z vpeljavo lastnosti, ki jih nudijo monoliti CIM, tako lahko zaradi konvekcijskega 
masnega prenosa na relativno veliki specifični površini dosegamo dobre izkoristke in 
spremljamo potek reakcij (cepitev proteinov, oziroma druge reakcije, ki jih lahko 
katalizirajo proteini) v realnem času z minimalnim povratnim tlakom (Pfaunmiller in 
sod., 2013).  
 
Na monolitih so dobro raziskani in prikazani principi delovanja encimskega reaktorja. 
Zapise prvega monolitnega encimskega reaktorja najdemo že v letu 1991, ko so Abou-
Rebyeh in sod. pokazali konverzijo substrata v nevezni frakciji pri prečrpavanju čez 
kolono. V članku je prikazana linearnost med pretokom in hitrostjo encimske aktivnosti, 
in sicer, višji pretok daje višjo encimsko aktivnost. Takšnih rezultatov predhodno ni bilo 
moč doseči zaradi omejitve difuzivnih lastnosti, ki veljajo v poroznih delčnih kolonah. 
 
O monolitnih CIM encimskih reaktorjih najdemo zapise o cepitvi proteinov v realnem 
času z imobiliziranim tripsinom na treh različnih kemijah monolita - CDI, epoksi in 
etilendiamin-glutaraldehid (Nicoli in sod., 2008). Najnovejša raziskava (Naldi in sod., 
2017) natančno opredeljuje in opisuje monolitne tripsinske encimske reaktorje (tryp-
IMERs). V članku so prikazani rezultati hitre cepitve proteinov (90 sek v primerjavi s 
preko nočno cepitvijo v raztopini), veliki izkoristki (nad 60%) na različnih proteinih 
različnih mas kot tudi zmožnosti cepitve mešanice proteinov na pikomolski skali (do 
skupne mase 200 ng proteinov v zmesi). 
 
(Vodopivec in sod., 2000) so uporabili CIM disk z imobilizirano glukozno oksidazo kot 
biosenzor za kvantifikacijo glukoze pri kultivaciji S. cerevisiae in produkciji citronske 
kisline s strani A. niger. Z imobilizacijo različnih encimov - citratne liaze, malat 
dehidrogenaze, izocitratne dehidrogenaze in laktat dehidrogenaze na monolite CIM so 
bile prikazane kinetične lastnosti, stabilnost in ponovljivost encimskih reaktorjev. 
Ponovno je bila dokazana od pretoka neodvisna kinetika, kar potrjuje odsotnost 
difuzijskih limitacij med substratom in imobiliziranim encimom, kar omogoča hitrejšo 
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stopnjo pretvorbe in krajše reakcijske čase v primeru CIM encimskih reaktorjev. 
(Vodopivec in sod., 2003) 
 
V literaturi nismo zasledili zapisov o imobilizaciji TEV proteaze na monolite CIM kot 
metode priprave encimskega reaktorja za cepitev His-repkov rekombinantnih proteinov, 
obstaja pa primerljiva priprava encimskega reaktorja na delčnih kolonah (Puhl, in sod.,  
 2009). 
 
2.3 PRIPRAVA IN IZOLACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV Z 
AFINITETNO KROMATOGRAFIJO 
 
Pod pojmom rekombinantni protein pojmujemo vse tiste proteine, ki so rezultat izražanja 
rekombinantne DNK (rDNK) znotraj živih gostiteljskih celic. V osnovi za pripravo 
rekombinantnega proteina potrebujemo gen, ki kodira željeni protein, katerega s 
kloniranjem vstavimo v primeren ekspresijski vektor, tega s transformacijo vstavimo v 
gostitelja, ter sprožimo sintezo rekombinantnega proteina z indukcijo. Izražen protein 
nato z različnimi tehnikami izoliramo in očistimo.   
 
Tak proces nam navadno omogoča kontrolirano produkcijo velikih količin željenega 
proteina in nadomesti zamudno in potratno izolacijo nativnih proteinov iz živalskih ali 
rastlinskih tkiv, bakterijskih celic, gliv in drugih. Kljub prednostim, ki jih nudijo postopki 
priprave rekombinantnih proteinov, pa se vseeno lahko srečamo s počasno rastjo 
gostitelja, tvorbo inkluzijskih telesc, neaktivnosti proteina ali celo odsotnosti produkcije 
proteina tekom različnih faz priprave (Rosano in Ceccarelli, 2014). 
 
Pri pripravi ekspresijskega vektorja rekombinantnega proteina je pomembno, da se poleg 
osnovnih delov (začetno »ori« mesto, promotor, selekcijski marker, terminator) vstavi 
tudi afinitetni podaljšek in restrikcijsko zaporedje, odgovorno za odstranitev podaljška.  
 
 
Slika 10. Shematski prikaz ekspresijskega vektorja, z vsemi glavnimi deli odgovornimi za ekspresijo 
rekombinantnega proteina (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
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2.3.1 Afinitetni podaljšek 
 
Afinitetni podaljšek, ki je lahko vstavljen bodisi na C- ali N-koncu proteina, omogoča 
izolacijo rekombinantnega proteina iz množice celičnih nečistoč, na račun afinitete za 
imobiliziran ligand na stacionarni fazi kromatografske kolone.  
 
Pri izbiri afinitetnega podaljška moramo biti pozorni, da le-ta ne vstopa v reakcijo s 
proteinom, kar bi povzročilo spremembo terciarne strukture, ki lahko privede do 
ireverzibilno spremenjene funkcionalnosti proteina. Najpogosteje se zato za afinitetne 
podaljške uporablja krajše peptide (poli-Arg-, poli-His-, FLAG-, c-Myc-, S- in Strep II-
), ki načeloma ne spremenijo same strukture rekombinantega proteina in omogočajo 
izolacijo z uporabo afinitetne kromatografije. Pri histidinskih podaljških, imenovanih tudi 
His repki, uporabimo kovinsko afinitetno kromatografijo (IMAC) z bodisi nikljevimi 
(Ni2+) ali kobaltovimi (Co2+) ioni, kompleksiranimi v nitrilotriocetni (NTA) ligand. Prav 
tako za vse zgoraj navedene peptide obstajajo komercialno dostopna protitelesa, ki 
omogočajo analitsko tako kvalifikacijo kot kvantifikacijo (Western prenos), in druge 
imuno-analitske tehnike (Rosano in Ceccarelli, 2014). 
 
2.3.2 Ostranitev afinitetnega podaljška 
 
Po uspešni izolaciji rekombinantnega proteina s pomočjo afinitetnega podaljška lahko  le-
tega odstranimo in z dodatnimi kromatografskimi koraki ki pripomoremo k višji čistoti 
proteina. V nekaterih primerih cepitev repka  ni nujno potrebna, paziti pa moramo da 
njegova prisotnost ne vpliva na strukturo in aktivnost rekombinantnega proteina. Za 
odstranitev afinitetnega podaljška se uporablja bodisi encimsko ali kemijsko cepljenje 
peptidne vezi.  
 
V primeru encimske cepitve je v ekspresijski vektor za ali pred genom (odvisno od tega, 
če je na N- ali C-koncu), ki kodira afinitetni podaljšek, vstavljeno zaporedje, ki kodira 
specifično cepitveno prepoznavno mesto za določeno encimsko proteazo. Najpogosteje 
uporabljene proteaze so enterokinaza, trombin, faktor Xa in proteaza virusa jedkanja 
tobaka (proteaza TEV) (Rosano in Ceccarelli, 2014). Izbira proteaze je v veliki meri 
odvisna od njene specifičnosti, učinkovitosti, možnosti njene odstranitve po cepitvi in 
tudi cene.  
 
Izbira kemijske cepitve afinitetnega podaljška je največkrat uporabljena na industrijskem 
nivoju, saj je relativno poceni v primerjavi s proteaznimi encimi, prav tako pa omogoča 
hitro odstranitev reagenta po cepitveni mešanici. Uporaba cianogen bromida (CNBr) je 
med najpogosteje uporabljenimi tehnikami. Problematika takega pristopa so neugodni 
reakcijski pogoji, pri katerih se izvaja cepitev, ki velikokrat povzroči neželeno 
modifikacijo proteina (Rosano in Ceccarelli, 2014). 
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V primeru magistrske naloge smo uporabili s histidinskimi repki označene rekombinantne 
proteine, ki smo jih cepili s proteazo TEV. 
 
2.3.2.1 Proteaza TEV 
 
Proteaza TEV je 27 kDa velika katalitična domena proteina, ki izvira iz genoma virusa 
jedkanja tobaka (Tobacco Etch Virus). Zaradi svoje specifičnosti za proteolitsko cepitev 
v zaporedju aminokislin ENLYFQ(G/S), pri čemer cepitev poteče med aminokislinama 
Q in G ali med Q in S, je njena uporaba zelo razširjena pri cepitvi His-repkov z 
rekombinantnih proteinov (Kapust in sod., 2001).  
 
Poleg visoke specifičnosti cepitve je prednost proteaze TEV tudi njena relativno 
enostavna produkcija in izolacija v velikih količinah. Ima široko območje delovanja (pH 
4-9) ter toleranco različnih pogojev (prisotnost detergentov, soli, temperaturna aktivnost 
od 4-34 °C) (Waugh, 2010).  
Encimska cepitev običajno poteka preko noči v razmerju OD280 proteaze TEV proti  
OD280 substrata, 1:100, pri čemer večina cepitve poteče že v prvih urah (2-3h za 90% 
substrata pri sobni temperaturi in 6-8h pri 4 °C) (Cabrita, in sod., 2007). Aktivacijski 
pufer je navadno 50 mM Tris-HCl (pH 8), 0.5 mM EDTA in 1 mM DTT (Waugh, 2010). 
 
Slabost proteaze TEV se kaže v njeni slabi topnosti, navadno 1 mg/mL, kar pomeni velike 
volumne in dolg čas inkubacije s substratom za uspešno cepitev. Prav tako je proteaza 
TEV povečini mešana z glicerolom v razmerju 1:1, kar lahko predstavlja velike probleme 
v nadaljnjih postopkih čiščenja (Cabrita in sod., 2007). 
 
Obstaja več komercialno dostopnih vrst proteaze TEV, pri čemer je divji tip med najbolj 
aktivnimi, vendar lahko prihaja do samocepitve v katalitični domeni (med Met218 in 
Ser219 regijo). Samocepitev povzroči nastanek okrnjenega encima, ki nosi slabšo 
encimsko aktivnost. Hitrost avtoinaktivacije encima je premo sorazmerna s koncentracijo 
proteaze TEV. Stabilnejši glede samocepitve je mutant S219N, desetkrat stabilnejši kot 
S219N pri normalnih pogojih je mutant S219V, ki je tudi rahlo bolj aktiven od divjega 
tipa, mutant S219P pa ni podvržen samocepitvi pod nobenimi pogoji, njegova slabost je 
pa dvakrat manjša aktivnost v primerjavi z divjim tipom (Kapust in sod., 2001).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 




Preglednica 1. Kemikalije. 
Proizvajalec Kemikalije 
BD, ZDA 
tripton (BactoTM Tryptone) 
kvasni ekstrakt (BactoTM Yeast Extract) 
  
BioRad, ZDA ditiotreitol (DTT) 
  
GE Healthcare, VB komplet za barvanje s srebrovim nitratom (Plus One Silver 
staining kit) vsebuje: natrijev acetat, natrijev tiosulfat, 
EDTA-Na2, natrijev karbonat, srebrov nitrat, folmaldehid, 
glutaraldehid) 
  
Honeywell, ZDA etanol 
kalijev fosfat (KH2PO4) 
  
Life technologies, ZDA barvilo SimplyBlueTM SafeStain 
elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS Running Buffer 
  
Merck, Nemčija 2-propanol, 
aceton 
benzimidazol 




kalijev fosfat (KH2PO4) 
klorovodikova kislina (HCl) 
natrijev acetat 
natrijev fosfat (NaH2PO4) 
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nadaljevanje preglednice 1: Kemikalije  
Proizvajalec Kemikalije 
PanReac, Nemčija žveplova kislina (H2SO4) 
Sigma, ZDA aceton 
acetonitril 
benzilsulfonil fluorid (PMSF) 
dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4) 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) 
imidazol 
izopropiltiogalaktozid (IPTG) 
karbonil diimidazol (CDI) 
MES 
natrijev benzoat 
natrijev cianoborohidrid (NaCNBH3) 
natrijev dodecil sulfat (SDS) 
natrijev fosfat (NaH2PO4) 
natrijev klorid (NaCl) 
natrijev perjodat (NaIO4) 
natrijev sulfat (Na2SO4) 





standard molekulskih mas Novex® Sharp  
standard molekulskih mas PageRuler™  
 
3.1.2 Pufri raztopine in reagenti 
Preglednica 2. Pufri, raztopine in reagenti. 




Raztopina za test pulzne motnje 
(epoksi, hidroksi modificirani diski) 
0,3M NaCl v vodi 
 1% aceton v vodi 
 
Pufer za test adsorpcije proteinov na 
kromatografsko frito 
20 mM fosfatni pufer pH 
7,4 
 
20 mM fosfatni pufer + 
0,7 M Na2SO4 pH 7,4 
 
Raztopina za test pulzne motnje 
(imobiliziran pA) 
0,05 mg/mL uracil v 1X 
fosfatni pufer (PBS) 
 Raztopina za hidrolizo 0,5 M H2SO4 
se nadaljuje 
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Pufer za deaktivacijo 
prostih skupin 




Nanašalni pufer za test 
homogenosti monolita 
5,5 mM ocetna kislina, pH 4,75 
 
Elucijski pufer za test 
homogenosti monolita 
20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl : 96% EtOH 
= 1:1, pH 8,00 
  
Raztopina za aldehidno 
modifikacijo 
0,4 M NaIO4 
Imobilizacija 
proteaze TEV 




Fosfatni pufer 2 50 mM NaH2PO4, 1 M Na2SO4, pH 7,5 
 Fosfatni pufer 3 50 mM NaH2PO4, 0,5M Na2SO4, pH 7,5 
 Fosfatni pufer 4 100 mM NaH2PO4, pH 7,2 
 Fosfatni pufer 5 300 mM NaH2PO4, pH ,.4 
 Tris pufer 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
 MES pufer 0,1 M MES, 0,1 M NaCl, pH 5,6 
 MES pufer 2 300 mM MES pH 5,6 
 Raztopina za redukcijo 
Schiffovih baz 
50 mM natrijev cianoborohidrid 
(NaCNBH3) v fosfatnem pufru 1 ali 4 
 Pufer za deaktivacijo 
CDI prostih skupin 
2 M etanolamin, pH 9 
 
Pufer za deaktivacijo 
aldehidnih prostih skupin 
5 mg/mL NaCNBH3 + 9 mg/mL 
etanolamin raztopljen v 300 mM MES pH 
5,6 
  
  5 mg/mL NaCNBH3 + 3 µL/mL 
etanolamin raztopljen v NaH2PO4, pH 7,4 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 2: Pufri, raztopine in reagenti 




Nanašalni pufer (1x 
fosfatni pufer (PBS)) 
1,7mM KH2PO4, 5 mM Na2HPO4, 150 
mM NaCl, pH 7,4 
 Elucijski pufer 0,1 M glicin, pH 2,0 






Nanašalni pufer za 
izolacijo proteaze 
TEV 
50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 10 mM 
imidazol, 5% glicerol, pH 7,5 
Elucijski pufer za 
izolacijo  proteaze 
TEV 
50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 350 
mM imidazol, 5% glicerol, pH 7,5 
Nanašalni pufer za 
izolacijo 
Listeriolizina O 
50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, pH 6,5 
Elucijski pufer za 
izolacijo 
Listeriolizina O 
50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, 300 




50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 10% v/v 
glicerol, ph 7,5 
Pufer za dializo 
50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 5 mM DTT, 5% v/v glicerol, pH 
7,5 
Lizni pufer 
50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 10% v/v 




50 mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM 
DTT, pH 7,5 
Izolacija 
Listeriolizina O Lizni pufer  
50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 10% v/v 




50 mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM 






3,03 % (m/V) Tris-HCl, 14,4 % (m/V) 
glicin, 1 % (m/V) NaDS 
Aktivacijski pufer 
za proteazo TEV 
Aktivacijski pufer 
50 mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM 
DTT, pH 7,5 
    
0,1 M NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM 
DTT, pH 7,4 
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3.1.3 Komercialno dostopni rekombinantni proteini in protitelesa 
 
Preglednica 3. Komercialno dostopni proteini in protitelesa 
Proizvajalec Protitelo ali protein Koncentracija 
Octapharma, Švica Imunoglobulin G Octagam® 5% 50 mg/mL 
 




 Tekoče Luria-Bertani gojišče (LB) 
V 1 L demineralizirane vode smo raztopili 10 g triptona, 12,5 g kvasnega ekstrakta 
in 10 g NaCl. Gojišče smo sterilizirali z avtoklaviranjem 20 min pri 121 °C. 
 
 Trdno Luria-Bertani gojišče z antibiotikom  
V 1L demineralizirane vode smo raztopili 10 g triptona, 12,5 g kvasnega 
ekstrakta, 10 g NaCl in 15 g agarja. Gojišče smo sterilizirali z avtoklaviranjem 20 
min pri 121 °C, ga ohladili in aseptično dodali antibiotik - bodisi kanamicin 
končne koncentracije 30µg/mL bodisi kombinacija ampicilin (končna 
koncentracija 100 µg/mL) in kloramfenikol (končna koncentracija 34 µg/mL), ter 
ga vlili v petrijevke. 
 
 Bogato gojišče (TB) 
V 900 mL demineralizirane vode smo raztopili 12 g triptona, 24 g kvasnega 
ekstrakta in 4 mL glicerola, avtoklavirali, pripravili in sterilno filtrirali 100 mL 
fosfatnega pufra (0,17M KH2PO4, 0,72M K2HPO4) ter ga dodali preostalemu 
gojišču. Tako pripravljenemu gojišču smo dodali kombinacijo antibiotikov 
ampicilina in kloramfenikola v končni koncentraciji AMP (100 µg/mL) in CAM 
(34 µg/mL). 
 
3.1.5 Bakterijski sevi 
Preglednica 4. Bakterijski sevi E. coli 
Bakterijski sev Genotip  
BL21(DE3) ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB
–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 
ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λ
S) 
BL21(DE3) pLysS ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB
–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 
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Preglednica 5. Plazmidi uporabljeni v študiji. 
Plazmid Namen  
pET 28 TEV Plazmid za TEV proteazo 
pProEX-HTb Plazmid za protein LLO wt s His-repkom na N-koncu 
 
Plazmid pET-28-TEV je velik 5369 baznih parov in nosi gen za  proteazo TEV. Nosi 
zapis za odpornost proti antibiotiku kanmicin in gen lacI, ki nosi zapis za transkripcijski 
represor LacI. Ekspresija gena za želeni protein je pod kontrolo promotorja T7, prepis pa 
induciran z IPTG. Za vstavitev sekvence proteina, sta bila uporabljena dva restrikcijska 
encima: Nhel in Xhol. Na N-konec gena LLO wt je bil dodan zapis za histidinski repek s 
šestimi histidini (His6-repek). 
 
Plazmid pPROEX-HTb je velik 4779 baznih parov in nosi gen za protein LLO. Vsebuje 
zapis za β-laktamazo, ki je odgovorna za odpornost proti ampicilinu, in gen lacI. 
Ekspresija gena za želeni protein je prepisana iz promotorja trc (hibrid lac in trp 
promotorja), prepis gena je induciran z IPTG. Za vstavitev sekvence proteina, sta bila 
uporabljena dva restrikcijska encima: BamHI in PstI. Na N-konec gena LLO wt je bil 
dodan zapis za histidinski repek s šestimi histidini (His6-repek) in cepitveno mesto za 




3.1.7.1 Proteaza TEV  
 
Pri delu smo uporabili proteazo TEV končne koncentracije raztopine encima 0,74 mg/mL 
in 0,81 mg/mL, ki smo jo izolirali in pripravili po protokolu opisanem v poglavju 3.2.7 
Priprava proteaze TEV , v dveh ponovitvah v laboratorijih Kemijskega inštituta na odseku 
za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo. Po neuspešnih poskusih cepitve smo 
uporabili že pripravljeno in izolirano proteazo TEV, ki je bila posredovana s strani 
Kemijskega inštituta, Odseka za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, 
koncentracije 0,5 mg/mL. 
 
3.1.8 Izolirani rekombinantni proteini s histidinskim podaljškom (His-repek) 
 
3.1.8.1 Listeriolizin O 
 
Listeriolizin O (LLO) je protein bakterije Listeria monocitogenes, ki spada v skupino od 
holesterola odvisnih citolizinov (CDC). Ti tvorijo različno velike pore v membrani, kar 
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poruši celično membrano in omogoča bakteriji pobeg iz fagolizosoma. Med vsemi CDC-
ji, je LLO edini, ki je odvisen od pH vrednosti okolice. Najaktivnejši je pri nizkih pH 
vrednostih, optimalno pH 5,5 in je tako kar 10 krat bolj aktiven kot pri nevtralnih pogojih. 
Velik vpliv na aktivnost LLO ima tudi temperatura, tako pri 37 °C pri nevtralnih pogojih 
pride do popolne izgube hemolitične aktivnosti na račun denaturacije, ki se prične že nad 
31 °C (Schilling & Martin, 1996). LLO je sestavljen iz štirih domen, pri čemer ima vsaka 
določeno nalogo pri tvorbi por. Njegova molekulska masa je 58,6 kDa (Bavdek in sod., 
2012). 
  
Pri delu smo uporabili LLO divjega tipa s His-repkom koncentracije 0,59 mg/mL, ki smo 
ga izolirali in pripravili po protokolu opisanem v poglavju 3.2.8 Priprava listeriolizina O, 
v laboratorijih Kemijskega inštituta na Odseku za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo. 
 
3.1.8.2 DARPin  
 
Osnovani ankirinski ponovljeni proteini (ang. Designed ankyrin repeat proteins 
(DARPin) so protitelesom podobni proteini, z visoko specifično afiniteto na tarčne 
proteine, ki so rezultat genetskega inženiringa. Izhajajo iz naravnih ankirinskih proteinov, 
ki so med najpogostejšimi tipi veznih proteinov, ki povezujejo integralne membranske 
proteine s citoskeletom in sodelujejo pri različnih celičnih funkcijah (celična 
signalizacija, regulacija, strukturna integriteta celice, vezava receptorja). Zgrajeni so iz 
vsaj treh, večinoma 4 do 5 ankirinskih ponovitev in imajo maso od 14-18 kDa. Njihova 
uporabnost se kaže v intracelularni realno-časovni detekciji konformacije proteinov, 
terapevtsko jih lahko uporabimo kot induktorje apoptoze tumornih celic, pri odvračanju 
virusov, spodbudne rezultate dajejo tudi v kliničnih študijah bolezni povezanimi z makulo 
(Pluckthun, 2015; Seeger in sod., 2013). 
 
Pri delu smo uporabili DARPin s His-repkom koncentracije 5.37 mg/mL v 10 mM Tris, 
150 mM NaCl, pH 7,4, ki smo ga prejeli iz Kemijskega inštituta - Odseka za molekularno 
biologijo in nanobiotehnologijo. 
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3.1.9 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 6. Laboratorijska oprema 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Agilent technologies, ZDA spektrofotometer 8453 UV-Vis, UV-Visible 
Chemstation software 
  
Beckman Coulter, ZDA centrifuga Avanti J-E 
ultracentrifuga L7-65 
  
Bio-Rad, ZDA elektroforezna naprava Mini-PROTEAN Tetra 
Cell Systems 
elektroforezni gel Biorad Mini Protean TGX 
precast gel, 4-12%, 1,0mm 
spektrofotometer  SmartSpec 3000 
  
Biosan, Latvija termo blok CH-100 
  
Cole-Parmer, ZDA sonikator Ultrasonic Processor 500W 
  
Eppendorf, Nemčija centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R 
  
Flores Valles, Španija digestorij Adapta Line Sistem DIMA 
  
GE Healtcare Life Sciences, VB kromatografski sistem ÄKTApurifier 10 in 
ÄKTApurifier 100: črpalke P-900, monitor: 
UPC-900, zbiratelj frakcij: Fraction Collector 
Frac - 950, programska oprema: Unicorn 5.20 
GE Healtcare Life Sciences, VB; 
Qiagen, Nemčija  
kolona XK16/20 nosilec: NiNTA 9 mL / 30 mL 
  
Hettich, Nemčija centrifuga Rotina 35R 
  
Implen, ZDA spektrofotometer OD600 DiluPhotometer™ 
  
Iskra PIO, Slovenija ultrazvočna kopel  Sonis 3 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 6: Laboratorijska oprema 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
 




vakumski sušilnik V5-25C 
  
Kern, Nemčija tehtnica KERN KB 
  
Knauer, Nemčija kromatografski sistem: črpalka: Knauer HPLC pump 
64/ K2600/K-501, detektor: HPLC V2.5 / variable 
wavelenght monitor/smartline UV 2500, programska 
oprema: ChromGate, EuroChrom 2000 
  
Lauda, Nemčija vodna kopel Lauda Eco Gold 
  
Life technologies, ZDA elektroforezna naparava XCell SureLockTM Mini-
Cell electrophoresis System 
elektroforezni gel NuPAGE® Novex 4-12 % Bis-
Tris Gel, 1,0 mm 
  
LKB, Nemčija vodna kopel LKB Bromma 2019 Multiheat 
  
Mettler Toledo, Nemčija analitska tehtnica XS105 DualRange 
pH in konduktometer Seven Multi 
  
Millipore, ZDA koncentrator AmiconUltra-15 MWCO 10.000 in 
30.000 
nitrocelulozni membranski filter 
sistem za MQ vodo: MQ R6 
sistem za demi-vodo: RiOs 16 
  
Sanyo, Japonska zamrzovalnik MDF-U73V 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 6: Laboratorijska oprema 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Spectrum laboratories, ZDA dializna membrana Spectra/POR dialysis MWCO 
12.000-14.000, 45 mm širina 
  
Tehnica Železniki, Slovenija tehtnica Vibra HJ 
 mešalo Rotamix 550MMH 
tehtnica Exacta 610 EB 
  
Thermo fisher scientific, ZDA spektrometer  Nicolet™ iS™ 5 FT-IR Spectrometer 
+ iD5 ATR modul 
  
Thermo Quest Italia, Italija porozimeter Pascal 440 
 
3.1.10 Materiali in plastične mase 
 
Preglednica 7. Materiali in plastične mase. 
Proizvajalec Izdelek Namen 
MsViscom, Slovenija Eracetal-C (POM-C) material za ohišje in nosilce za 
kolono  Ketron PEEK 1000 
   




3.2.1 Sterilizacija raztopin, gojišč, steklovine in delovne opreme 
 
Ves material, uporabljen za gojenje bakterij, smo predhodno steriliziral z 20 minutno 
sterilizacijo v avtoklavu na mokrem programu pri 121 °C in tlaku 120 kPa. Pufre in ostale 
raztopine, ki so bile uporabljene na HPLC sistemih, smo  filtrirali skozi filtre s premerom 
por 0,22 µm. Za pripravo pufrov smo uporabili MQ vodo ali prečiščeno vodo, za pripravo 
gojišč pa demineralizirano vodo. 
 
3.2.2 Regeneracija kromatografskih kolon 
 
3.2.2.1 Monolitne kolone CIMmultus™  
 
Čiščenje na mestu (cleaning in place - CIP), ki regenerira in hkrati sanitizira kolono, smo 
na monolitnih kolonah opravili z 1 M NaOH + 2 M NaCl pri pretoku enega cevnega 
Žigon, R. Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot za afinitetno izolacijo bioloških makromolekul … encimskih reaktorjev.   
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
30 
 
volumna (CV) kolone v eni uro. Po temu sledi spiranje z vodo in nato pufrom do željene 
pH vrednosti (BIA Separations, 2016). 
 
V primeru imunoafinitetne kromatografije z imobiliziranim r-proteinom A smo opravljali 
regeneracijo samo z elucijskih pufrom (0,1 M glicin, pH 2,0), saj bi 1 M NaOH 
deaktivirali imobiliziran protein. Kolone smo shranjevali v nanašalnem pufru (MFA) z 
dodanim etanolom  (20-odstotna raztopina etanola (V/V)) pri 4-8 °C.  
 
3.2.2.2 Ni-NTA kolona 
 
Namen regeneracije kolon je odstraniti vse nečistote in proteinske ostanke iz kolone ter 
na nosilec vezati nove nikljeve ione. Regeneracijo smo izvajali na FPLC sistemu (AKTA, 
GE Healthcare). Na začetku in med vsako stopnjo smo kolono sprali s 5-kratnim 
volumnom kolone (VK) z MQ vodo pri pretoku 2 mL/min, spiranje z ostalimi raztopinami 
navedenimi v preglednici (Preglednica 8) pa je potekalo pri pretoku 1 mL/min. 
 
Preglednica 8. Raztopine, uporabljene pri regeneraciji Ni-NTA kolone (volumen nosilca 10 mL).   
Stopnja Raztopina Koncentracija Količina (mL) 
1 EDTA 0,5 M 10 
2 gvanidinijev hidroklorid 6 M 20 
3 NaOH 0,1 M 10 
4 etanol 20 % (V/V) 50 
5 NiSO4 0,2 M 20 
 
Po regeneraciji smo kolono hranili v raztopini NiSO4 pri 4 °C do uporabe. Pred uporabo 
smo kolono sprali s 5 VK z MQ vodo in 5 VK z nanašalnim pufrom. 
 
3.2.2.3 Gelska izključitvena kolona 
 
Kolono Superdex 75, volumna 24 mL, smo tako samo predhodno sprali z 2 volumnoma 
kolone z vodo MQ in nato dializnim pufrom (50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 5 mM DTT, 5% v/v glicerol, pH 7,5), po uporabi pa ponovno z 2 –volumnoma 
kolone  z vodo MQ in 20-odstotnega (V/V) etanola, ter jo shranili pri 4 °C.  
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3.2.3 Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot 
 
3.2.3.1 Razvoj ohišja 
 
3.2.3.1.1 Izbira materiala za ohišje mini diska 
 
3.2.3.1.1.1 Nabrekanje plastičnih mas različnih kemij v polarnih organskih topilih 
 
Plastične nosilce iz različnih polimerov (PEEK, POM-C in POM-H) smo izpostavili 
različnim kemikalijam: H2SO4, etanol, NaOH ali acetonitrilu. Za namen določitve 
nabrekanja materialov samo izmerili višino, zunanji premer in notranji premer plastičnih 
nosilcev pred in po 24-urni izpostavitvi polarnemu organskemu topilu acetonitrilu pri 
sobni temperaturi. 
 
3.2.3.1.2 Izbira kromatografske frite za ohišje mini diska 
 
3.2.3.1.2.1 Test nespecifične adsorbcije proteinov na površino kromatografskih frit 
 
Za test smo uporabili poliklonski človeški Imunoglobulin G (IgG) v treh različnih 
koncentracijah (0,05 mg/mL, 0,2 mg/mL in 0,5 mg/mL), ki smo ga injicirali preko 20 µL 
zanke na kromatografskem sistemu (Knauer 64) pri pretoku 1 ml/min in spremljali ter 
primerjali njegovo površino na kromatogramu pri injiciranju preko vmesnika (referenca) 
in preko praznega kromatografskega ohišja. Poskus smo izvedli z dvema različnima 
pufroma, z in brez dodanega Na2SO4 (20 mM fosfatni pufer pH 7,4 in 20 mM fosfatni 
pufer + 0,7 M Na2SO4 pH 7,4). 
 
3.2.3.1.3 Tesnjenje in določitev mrtvega volumna prototipa ohišja mini diska 
 
Za določitev mrtvega volumna ohišja samega ter ovrednotenja tesnjenja monolitnega 
nosilca smo uporabili meritev pulzne motnje, in sicer na kromatografskem sistemu 
Knauer 64. Preko 20 µL zanke smo injicirali raztopino 0,05 mg/mL uracila v 1 % PBS 
skozi prazno ohišje (vstopna frita je nalegala na izstopno frito) pri pretoku 0,5 mL/min in 
spremljali odziv (retenzijski čas) na kromatogramu.  
 
3.2.3.2 Priprava majhnih monolitnih kromatografskih enot (minikolona) v obliki diska 
 
3.2.3.2.1 Mini diski 
 
Mini kolone v obliki diska smo pripravili z vstavljanjem monolitov v plastične nosilce - 
obročki iz polimera POM-C. Volumen valjastega monolita je bil definiran s  premerom 
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in višino nosilca. Osredotočili smo se na tri različne velikostne razrede mini diskov – 50 
µl, 100 µl in 200 µl, kar smo prvotno definirali zgolj s spremembo višine nosilca (premer 
je ostajal enak), pri čemer smo uporabljali monolite, pridobljene s standardno 
uporabljenimi postopki termične polimerizacije v kalupu za mikrotitrske ploščice s 96 
jamicami. Uporabljali smo monolite s povprečnim premerom pretočnih por 2 µm. 
Dobljene monolite smo difuzijsko večkrat spirali z etanolom, jih posušili v vakuumskem 
sušilcu Kambič, nato pa smo monolit vstavili v nosilec treh različnih tipov (odvisno od 
željenega volumna). 
 
3.2.3.2.2 Optimizirani mini diski 
 
V drugi seriji smo sledili enakim postopkom priprave mini diska, ki smo jih uporabili v 
prvi seriji, posvetili pa smo se optimizaciji plastičnih nosilcev z najmanjšim volumnom 
monolita 50 µL. Spremenili smo kemijo plastičnega nosilca iz kemije POM-C na PEEK 
v vseh treh velikostnih razredih. Pri mini disku volumna 50 µl smo namesto monolitov, 
pridobljenih iz kalupov za 96-ploščice, uporabili monolite CIMac analitskih kolon. 
Testirali smo razliko med monoliti, pripravljenimi iz namenskih kalupov (96-ploščice in 
analitske) in struženju monolitov večjih enot pri isti polimerizacijski mešanici in 
polimerizacijskih pogojih. 
 
3.2.4 Testiranje različnih formatov majhnih monolitnih kromatografskih enot 
(mini diski) 
 
3.2.4.1 Določitev volumna in pretočnih por mini diskov CIM 
 
Volumne valjastih mini diskov smo matematično določili s spodnjo enačbo. 
 
𝑉 [𝑚𝐿] = 𝑟^2 ×  𝜋 × 𝐿     … (1) 
 
V... volumen valjastega monolita [mL] 
𝑟 … polmer mokrega monolita po polimerizaciji [cm] 
𝜋… matematična konstanta Pi 
𝐿… višina monolita oziroma nosilca [cm] 
 
Volumen pretočnih  por mini diskov CIM smo izračunali matematično z enačbo (enačba 
2), obenem pa smo jih preverili tudi kromatografsko z metodo pulzne motnje, na podlagi 
razlike retenzijskega časa (t0) mini diska, vstavljenega v ohišje, in retenzijskega časa 
ohišja samega, pomnoženo s hitrostjo pretoka [mL/min]. (enačba 3) 
 
 
𝑉𝑝 [𝑚𝐿] = 𝑟^2 ×  𝜋 × 𝐿 × 𝑛       …     (2) 
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𝑉𝑝 [𝑚𝐿] = (𝑡0 𝑑𝑖𝑠𝑘 −  𝑡0 𝑜ℎ𝑖š𝑗𝑒) × 𝜙           … (3) 
 
Vp… volumen pretočnih por [mL] 
𝑟 … polmer mokrega monolita po polimerizaciji [cm] 
𝜋… matematična konstanta Pi 
𝐿… višina monolita oziroma nosilca [cm] 
𝑛… poroznost monolita  
𝑡0 …retenzijski čas [min] 
𝜙 … pretok [mL/min] 
 
3.2.4.2 Testiranje tesnenja in homogenosti vpetja mini diskov 
 
Testiranje tesnjenja in homogenost vpetja smo testirali z metodo pulzne motnje. Na 
monolitno kolono smo injicirali majhne količine sledilca (do 1% volumna 
kromatografskega nosilca) pri pretoku 0,5 mL/min (50 µL mini diski) ali 1 mL/min (pri 
100 µL in 200 µL mini diskih) ter spremljali odziv (retenzijski čas) in obliko vrha na 
kromatogramu. Izvedbo pulzne motnje smo opravili na kromatografskem sistemu Knauer 
64. Na epoksi monolitih smo za sledilec uporabili raztopino acetona v deionizirani H2O 
v razmerju 1:100, pri hidroksi modificiranih monolitih je sledilec predstavljala 0,3 M 
raztopina NaCl, pri monolitih z imobiliziranim rekombinantnim proteinom A pa 0,05 
mg/mL raztopina uracila v 1 x fosfatnem pufru (PBS).   
 
3.2.4.3 Določitev porazdelitve velikosti pretočnih por monolita 
 
Meritve porazdelitve por v območju med 15 in 10000 nm so bile opravljene z 
živosrebrovim porozimetrom, pri čemer se je vse meritve opravljalo v istem dnevu. 
Meritve so potekale na predhodno posušenih vzorcih, ki so bili posušeni z vakuumskim 
sušilnikom Kambič, sušenje je potekalo pri 60 °C za 120 min in tlaku 0,01 MPa. 
Uporabljene so bile tri šarže monolitov, iz vsake šarže so bile testirane tri paralelke. Vse 
tri šarže so bile pripravljene iz iste polimerizacijske mešanice pod istimi polimerizacijski 
pogoji v treh različnih kalupih (v kalupu za 96- ploščice, v kalupu za analitske kolone in 
v kalupu za polimerizacijo monolitov večjih volumnov).  
 
3.2.5 Modifikacija mini diskov za afinitetno kromatografijo 
 
3.2.5.1 Hidroliza epoksi diskov 
 
Obročkan epoksi monolit (mini disk) smo vstavili v ohišje, ga prečrpali z 20 CV 
prečiščene vode na sistemu Knauer 64, nato pa ga ročno z injekcijo prečrpali z 20 CV 0,5 
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M žveplove(VI) kisline (H2SO4). Prečrpane mini diske smo vzeli iz ohišja, jih vstavili v 
centrifugirko in prelili z 0,5 M H2SO4 ter termostatirali pri 63 °C v vodni kopeli za 3 ure. 
Po inkubaciji smo raztopino odlili in dvakrat sprali s prečiščeno vodo ter jih namakali v 
večjem volumnu prečiščene vode čez noč. Naslednji dan smo diske ponovno vstavili v 
ohišje in spirali na sistemu s pretokom 1 mL/min s filtrirano prečiščeno vodo, dokler se 
odziv na detektorju ni popolnoma umiril.  
 
3.2.5.2 Karbonil diimidazolna (CDI) aktivacija mini diskov 
 
Hidroksi mini diske smo v ohišju ročno prečrpali z 20 VK z acetonitrilom. Po prečrpanju 
smo mini diske namakali 2 uri v acetonitrilu, po inkubaciji jih ponovno prečrpali najprej 
z acetonitrilom (10-kratni volumen kolone), nato pa z CDI reagentom (20-kratni volumen 
kolone), jih vzeli iz ohišja vstavili v centrifugirko in prelili s preostalim CDI reagentom 
ter termostatirali pri 50 °C v vodni kopeli za 3 ure. Po inkubaciji smo raztopino previdno 
odlili, dvakrat prelili z acetonitrilom in mini diske pustili difuzijsko namakati v 
acetonitrilu čez noč. 
 
3.2.5.3 Imobilizacija r-proteina A 
 
Imobilizacijo r-proteina A smo izvajali preko kromatografskega sistema Knauer pri 
pretoku 0,5 mL/min. Tik pred nalaganjem smo mini diske spirali najprej s prečiščeno 
vodo (10-kratni volumen kolone), nato pa z nanašalnim pufrom 1,5 M Na-acetat, pH 3,0 
(20-kratni volumen kolone). Raztopino r-protein A s koncentracijo 0,2 mg/mL v 
nanašalnem pufru smo nalagali na CDI aktivirane mini diske po principu prebojne 
krivulje. Ko smo dosegli preboj, smo nalaganje prekinili, diske vzeli iz ohišja, jih vstavili 
v centrifugirko, prelili s preostankom imobilizacijske mešanice ter pustili 24 ur pri sobni 
temperaturi. 
 
3.2.5.4 Deaktivacija prostih CDI skupin  
 
Deaktivacijo prostih CDI skupin, na katere se r-protein A ni vezal, smo dosegli z ročnim 
prečrpanjem 2 M etanolamina pH 9 skozi ohišje z mini diskom s 15 VK. Po prečrpanju 
smo mini diske vstavili v centrifugirko, jih prelili z deaktivacijsko raztopino, zavili v 
alufolijo in pustili inkubirati 24 ur pri sobni temperaturi.  
 
3.2.5.5 Aldehidna modifikacija  
 
Aldehidno modifikacijo smo opravili s natrijevim periodatom (NaIO4) na hidroksi (-OH) 
modificiranih mini diskih. Mini diske smo vstavili v ohišje, jih dobro sprali s prečiščeno 
vodo (20-kratni volumen kolone) ter jih nato prečrpali z 20 CV 0,4 M raztopine 
natrijevega perjodata in jih inkubirali 2 uri v temi pri sobni temperaturi. Mini diske smo 
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po inkubaciji dvakrat difuzijsko spirali, nato pa jih ročno prečrpali z 10 VK s prečiščeno 
vodo.  
 
3.2.6 Kvalitativna karakterizacija modificiranih mini diskov 
 
3.2.6.1 Pulzna motnja 
 
Postopek izvedbe pulzne motnje je opisan v poglavju 3.2.4.2. 
 
3.2.6.2 Infrardeča spektroskopija 
 
Uspešnost hidrolize (tvorbo diolnih skupin) smo preverjali s fourierjevo transformno 
infrardečo spektroskopijo (FT-IR) s tehniko oslabljenega popolnega odboja (ang. ATR) 
na spektrometru Nicolet™ iS™ 5 FT-IR z iD5 ATR modulom. Od monolita smo odvzeli 
približno 5 mg vzorca s površine in ga sušili 2 uri pri 60 °C v sušilniku Kambič SP-8. Po 
sušenju smo posneli spekter monolita. Uspešnost hidrolize vzorca smo kvalitativno 
primerjali z epoksi in hidroksi monolitnima standardoma. 
 
3.2.6.3 Dinamična vezavna kapaciteta 
 
V magistrskem delu smo uporabili DVK50, to je dinamična vezavna kapaciteta ob 50 % 
preboju, na podlagi časa t50%  pri katerem je UV280 dosegla polovico maksimalnega 
odziva. Maksimalen odziv raztopine je določen z nalaganjem liganda mimo kolone preko 




Benzimidazol, raztopljen v nanašalnem pufru za test homogenosti monolita (5,5 mM 
ocetna kislina, pH 4,75) koncentracije 0,068 mg/mL, smo nalagali na hidroksi 
modificirane mini diske pri pretoku1 mL/min, do preboja, nato pa spirali z elucijskim 
pufrom za test homogenosti monolita (20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl : 96 % EtOH = 1:1, 
pH 8,00). 
 
3.2.6.3.2 Poliklonski človeški imunoglobulin G 
 
IgG, raztopljen v nanašalnem pufru za imunoafinitetno kromatografijo (1 x PBS - 1,7 mM 
KH2PO4, 5 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,4) s koncentracijo 0,5 mg/mL, smo 
nalagali na mini diske z vezanim r-proteinom A pri pretoku 0,5 mL/min do preboja, nato 
pa spirali z elucijskim pufrom (0,1 M glicin, pH 2,0). 
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V obeh primerih je bila izračunana dinamična vezavna kapaciteta ob 50 % preboju 
(DVK50)  na podlagi časa t50%,  pri katerem je UV280 dosegla polovico maksimalnega 
odziva. Maksimalen odziv raztopine smo določili z nalaganjem mimo kolone preko 
vmesnika. Izračun kapacitete prikazuje enačba 4. 
 
𝐷𝑉𝐾50 =
(𝑡50 × 𝜙 − 𝑉𝑚) × 𝑐0
𝑉𝑘
 
      … (4) 
 
𝑡50 … čas pri katerem je absorbcija dosegla polovico maksimalnega odziva preboja [s] 
𝜙 … pretok [mL/min] 
𝑉𝑚… mrtvi volumen [mL] 
𝑐0… začetna koncentracija raztopine [mg/mL] 
𝑉𝑘… volumen kolone [mL] 
 
3.2.7 Priprava proteaze TEV  
 
3.2.7.1 Transformacija plazmida pET 28 TEV v ekspresijski sev E.coli BL21(DE3) 
 
Kompetentne celice in plazmid smo vzeli iz zamrzovalne skrinje (-80 °C/-20 °C) in ju 
odtajali na ledu 10 minut. Kompetentnim celicam (volumen 100 µL)  smo dodali 1 µL 
odtaljenega plazmida, rahlo premešali ter pustili inkubirati na ledu za 30 minut. Sledil je 
temperaturni šok z inkubacijo v vodni kopeli za 1 minuto pri 42 °C, nato smo postavili 
nazaj na led za 3 minute in dodali 200 µL Luria-Bertani (LB) tekočega gojišča ter 
inkubirali s stresanjem pri 150 vrtljajev na minuto pri 37 °C eno uro. Po inkubaciji smo 
vsebino razmazali na plošče s trdnim LB gojiščem z dodanim kanamicinom (LBK) in 
inkubirali preko noči na 37 °C. 
 
3.2.7.2 Sinteza proteaze TEV v bakteriji E. coli 
 
Iz transformiranih celic (BL21(DE3)-pET-28-TEV), ki so zrastle na LBK plošči smo 
precepili dve koloniji v 10 mL tekočega LBK gojišča in inkubirali na stresalniku pri 160 
vrt./min za 4.5 ure pri 37 °C. Po tem smo iz 10 mL vzeli 200 µL vzorca in ga nacepili v 
100mL tekočega LBK gojišča (100 mL gojišča LB + 100 µL kanamicina, končna 
koncentracija 30 µg/mL), ter stresali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo pripravili 
štiri 5L erlenmajerice, pri čemer je vsaka vsebovala 1000 mL LB + 1 mL kanamicina. V 
vsako smo sterilno odpipetirali 25 mL kulture, pred inokulacijo s kulturo pa smo vzeli 
vzorec gojišča za slepo pri merjenju absorbance. Vse štiri erlenmajerice smo inkubirali s 
stresanjem z 160 vrt./min pri 37 °C. Med inkubiranjem smo spremljali optično gostoto 
pri 600 nm, katera je morala doseči vrednost med 0,6-1,0. Po 2 urah in 30 minutah je A600 
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pokazala vrednost 0.85. Erlenmajerice smo prestavili na led in jih občasno stresali, ter 
ohladili stresalnik na 25 °C. Ko je stresalnik dosegel željeno temperaturo, smo dodali 
1mL 0,5 M IPTG v vsako erlenmajerico, ter jih nadaljnje inkubirali pri 25 °C s 160 
vrt./min preko noči, da poteče sinteza. Pred indukcijo (dodatkom IPTG) smo vzeli 1 mL 
vzorca kulture, ga centrifugirali 5minut pri 5000 vrt./min v ohlajeni centrifugi, odstranili 
supernatant ter pelet resuspendirali v 150 µL liznega pufra, ter ga zamrznili na -20 °C. 
Naslednji dan smo ponovno vzeli 1 mL vzorec kulture, ter ga pripravili enako kot pred 
indukcijo. Kulture smo prelili v 1 L centrifugirke ter jih centrifugirali 10 minut pri 10000 
vrt./minuto na 4 °C. Po centrifugiranju smo vsak pelet resuspendirali v 10 mL liznega 
pufra, jih združili in dodali lizni pufer. Sintezo encima smo preverili z NaDS-PAGE 
elektroforezo. 
 
3.2.7.3 Ekstrakcija proteaze TEV iz celic bakterije E. coli 
 
Suspenziji celic smo dodali inhibitor proteaz (0,1 M PMSF), premešali ter lizirali celice 
s soniciranjem na ledu (2 x 7 minut, program 1 s pulz, 2 s premor, amplituda 38 %). Lizat 
smo centrifugirali 1 h pri 20000 g na 4 °C in supernatant prelili v čašo na ledu in dodali 
1 M imidazola pH 7,4 ter lizni pufer, tako smo dobili vzorec, katerega smo filtrirali preko 
0,45 µm filtra in napolnili 100 mL zanko.  
 
3.2.7.4 Izolacija proteaze TEV z nikelj-afinitetno kromatografijo 
 
Nikelj-afinitetna kromatografija je tip imobilizirane kovinsko afinitetne kromatografije 
(IMAC), pri kateri je na kromatografski nosilec vezana nitrilotriocetna kislina (NTA), ki 
veže nikljeve katione. Nikelj reagira z dušikovimi atomi, ki se nahajajo v stranskih 
skupinah histidinov, ki kelirajo nikljeve ione. To lastnost izrabljamo pri izolaciji 
rekombinantnih proteinov, saj dodan polihistidinski repek omogoča afinitetno vezavo na 
nikljeve katione. Po vezavi lahko tako izoliran protein enostavno eluiramo na račun 
kompetitivne vezave imidazola na nikljeve katione. Po predpripravi HPLC sistema 
ÄKTA in kondicioniranju 30 mL (9 mL kolona v drugem primeru) Ni-NTA kolone s 
pufri, smo nanesli vzorec z zanke na kolono s pretokom 2mL/min. Po vezavi smo 
nadaljevali s spiranjem kolone s nanašalnim pufrom pri istem pretoku, ter počakali padec 
absorbance (valovna dolžina 280 nm) do bazne linije. Elucijo smo opravili z elucijskim 
pufrom z linearnim gradientom v 120 minutah pri pretoku 3 mL/min, ter zbirali 4 mL 
frakcije ob začetku dviga signala na 1000 mAU do konca gradienta. Prisotnost encima 
smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo. 
 
3.2.7.5 Izmenjava pufra z dializo  
 
Dializa je metoda, pri kateri molekule prehajajo skozi polprepustno membrano v smeri 
koncentracijskega gradienta. Soli, sladkorji in manjši peptidi tako skozi pore membrane 
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prehajajo v izmenjevalni pufer, s čimer se zmanjša ionska jakost raztopine. V našem 
primeru smo dializo opravili za zmanjšanje koncentracije soli in odstranitev imidazola iz 
raztopine proteina. 
Pri metodi koncentriranja s centrifugiranjem preko membrane (ultrafiltracija) gre za 
prehajanje molekul, ki so manjše od pražne vrednosti filtra, skozi pore filtra na račun 
povečane sile gravitacije med centrifugiranjem. Tako v permeatu dobimo neželene snovi, 
ostale pa ostanejo v koncentratu nad filtrom. Ultrafiltracija tako kot dializa uporabna za 
zamenjavo pufra, vendar za vzorce manjših volumnov. Pri koncentriranu smo pozorni, da 
stalno dodajamo vzorec ali izmenjevalni pufer, saj lahko pride do obarjanja proteina pri 
previsoki koncentraciji. 
 
Hitra in priročna metoda kvantificiranja koncentracije čistega proteina v vzorcu je 
merjenje absorbance pri valovni dolžini 280 nm. Pri tej valovni dolžini se namreč pojavi 
največja absorpcija na račun aromatskih aminokislin (triptofan, fenilalanin in tirozin), ki 
so prisotne v večini proteinov. Vedeti moramo, da imajo sekundarne in terciarne strukture 
proteina velik vpliv na absorbanco, zato vsaka sprememba (pH, ionska jakost, …) 
spremeni vrednost A280. Če poznamo molarni absorbcijski koeficient za željeni protein, 
lahko po Beer-Lambertovem zakonu izračunamo oceno koncentracije našega proteina. 
 
Frakcije, ki so vsebovale TEV proteazo smo združili, ter jih prenesli v dializno membrano 
Spectra/POR dialysis (12-14 kDa) širina 45 mm, ter opravili izmenjavo pufra preko noči 
proti 5 L dializnega pufra na 4 °C ob minimalnem mešanju.  
 
3.2.7.6 Koncentriranje s centrifugiranjem in določanje koncentracije proteaze TEV 
 
Koncentracijo proteaze TEV tekom faze koncentriranja smo izračunali po Beer-
Lambertovem zakonu (enačba 5). 
 
A = ε × l × c        …(5) 
 
A …absorbanca 
c … molarna koncentracija snovi v vzorcu [mol/L] 
ε … molarni absorpcijski koeficient [L/(mol×cm)] 
l … dolžina optične poti skozi vzorec [cm] 
 
Prekonočni dializiran vzorec smo iz dializnega črevesa prenesli v čašo na ledu in mu 
pomerili absorbanco pri 280 nm z Agilent 8453 UV-Vis spektrofotometrom v kvarčni 
Hellma kiveti širine 1 cm, ter izračunali volumen do katerega smo morali skoncentrirati, 
da je bila končna koncentracija proteaze TEV med 0,5-1,0 mg/mL. Pri tem smo uporabili 
ekstinkcijski koeficient TEV (ε=1,16). Koncentracijo smo opravili v AmiconUltra 
koncentratorju volumna 15 mL z velikostjo por 10 kDa pri 3000 g na 4 °C, za spiranje 
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membrane smo uporabili dializni pufer. Končnemu volumnu koncentrirane proteaze TEV 
smo enak volumen 100 % glicerola, ter ponovno pomerili absorbanco in izračunali 
končno koncentracijo. 
 
3.2.7.7 Dodatno čiščenje proteaze TEV z gelsko izključitveno kromatografijo 
 
Gelska izklučitvena kromatografija (SEC) je separacijska metoda, ki temelji na ločevanju 
molekul na podlagi njihove velikosti. Za razliko od drugih kromatografskih stacionarnih 
faz tu ne gre za ločevanje molekul na podlagi elektrostatskega naboja ali drugih kemijskih 
interakcij med nosilcem in vzorcem, kar je tudi prednost pred vsemi kromatografskimi 
oblikami, saj načeloma ne prihaja do interakcij med analitom in stacionarno fazo, kar 
posledično pomeni manjše izgube. Retenzijski čas je odvisen samo od hitrosti potovanja 
molekule skozi zamrežen porozen polimer, pri čemer majhne molekule potujejo dalj časa, 
saj se zadržujejjo in vstopajo v pore, večje pa v pore ne vstopajo in imajo tako krajši 
retenzijski čas. Uporabili smo 24 mL kolono Supradex 75 10/300, ki temelji na izolaciji 
ločevanja molekul na podlagi velikosti, optimalno od 8000 – 50 000 kDa. Uporabljali 
smo sistem HPLC ÄKTA, ločevanje pa je potekalo v dializnem pufru pri pretoku 0,5 
mL/min. 
 
3.2.8 Priprava listeriolizina O 
 
3.2.8.1 Transformacija plazmida pProEX Htb-LLO v ekspresijski sev E. coli 
BL21(DE3)pLysS 
 
Kompetentne celice in plazmid smo vzeli iz zamrzovalne skrinje (-80 °C / -20 °C) in ju 
odtajali na ledu 10 minut. Kompetentnim celicam (volumen 100 µL) smo dodali 1 µL 
odtaljenega plazmida, rahlo premešali ter pustili inkubirati na ledu za 30 minut. Sledil je 
temperaturni šok z inkubacijo v vodni kopeli za 90 sekund pri 42 °C, nato smo postavili 
nazaj na led za 3 minute in dodali 200 µL Luria-Bertani (LB) tekočega gojišča ter 
inkubirali s stresanjem pri 150 vrtljajev na minuto pri 37 °C eno uro. Po inkubaciji smo 
vsebino razmazali na plošče z dodanim amplicilinom in kloramfenikolom in inkubirali 
preko noči na 37 °C. 
 
3.2.8.2 Sinteza LLO v bakteriji E. coli 
 
Iz transformiranih celic (BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb-LLO), ki so zrastle na LB 
Amp/Cam plošči smo precepili vse kolonije v 50 mL tekočega TB+fosfat Amp/Cam 
gojišča in inkubirali na stresalniku pri 150 vrt./min za 2 ure pri 37 °C. Pripravili smo eno 
5L erlenmajerico, ki je vsebovala 850 mL TB gojišča, 50 mL fosfatnega pufra, 2 mL 
AMP in 1mL CAM. V erlenmajerico smo sterilno odpipetirali 25 mL kulture, pred 
inokulacijo s kulturo pa smo vzeli vzorec gojišča za slepo pri merjenju absorbance. 
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Inkubirali smo s stresanjem z 150 vrt./min pri 37 °C. Med inkubiranjem smo spremljali 
optično gostoto pri 600 nm, katera je morala doseči vrednost 1,0. Po 2 urah je A600 
pokazala vrednost 0,96. Erlenmajerico smo prestavili na led in jo občasno stresali, ter 
ohladili stresalnik na 20 °C. Ko je stresalnik dosegel željeno temperaturo, smo dodali 1 
mL 0.5 M IPTG, ter jo nadalje inkubirali pri 20 °C s 150vrt./min preko noči, da poteče 
sinteza. Pred indukcijo (dodatkom IPTG) smo vzeli 1 mL vzorca kulture, ga centrifugirali 
5 minut pri 5000 vrt./min v ohlajeni centrifugi, odstranili supernatant ter pelet 
resuspendirali v 150 µL liznega pufra, ter ga zamrznili na -20 °C. Naslednji dan smo 
ponovno vzeli 1 mL vzorec kulture, ter ga pripravili enako kot pred indukcijo. Kulturo 
smo prelili v 0.5 L centrifugirke ter jih centrifugirali 10 minut pri 5500 vrt./minuto na 4 
°C. Po centrifugiranju smo pelete resuspendirali v  liznem pufru in združili suspenzijo. 
Sinteza encima smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo. 
 
3.2.8.3 Izolacija LLO z nikelj-afinitetno kromatografijo 
 
Suspenziji celic smo dodali inhibitor proteaz (2 mM PMSF in 5 mM β-merkaptoetanol), 
premešali ter lizirali celice s soniciranjem na ledu (7 minut, program 1 s pulz, 2 s premor, 
amplituda 50 %). Lizat smo centrifugirali 40 minut pri 35000 g na 4 °C in supernatant 
filtrirali preko 0,45 µm filtra in vzorec napolnili 10 mL zanko.  
 
Po predpripravi HPLC sistema ÄKTA in kondicioniranju 9 mL Ni-NTA kolone s pufrom, 
smo nanesli vzorec z zanke na kolono s pretokom 2 mL/min, pri 3,3 % vrednosti pufra B 
(10 mM imidazol). Po vezavi smo nadaljevali s spiranjem kolone z 10 mM imidazolom 
pri istem pretoku, ter počakali padec absorbance. Spiranje nečistoč smo opravili z 
elucijskim pufrom v korakih. Najprej smo spirali s pufrom s 60 mM imidazolom (20 % 
pufer B), s tem korakom smo se znebili nekaterih nečistoč, ki so se vezale na kolono. 
Kolono smo spirali 200 mL s 20 % pufrom B pri pretoku 2 mL/min. Elucijo smo dosegli 
s pri 300 mM imidazolu (100 % pufer B) pri 2 mL/min. Frakcije smo zbirali  ob vsakem 
začetku dviga signala po 4 mL. Prisotnost encima smo preverili z NaDS-PAGE 
elektroforezo. 
 
3.2.8.4 Izmenjava pufra in koncentriranje LLO 
 
Frakcije ki so vsebovale LLO smo združili, ter jih prenesli v dializno črevo (12-14 kDa) 
ter opravili izmenjavo pufra preko noči v 5 L dializnega pufra na 4 °C ob minimalnem 
mešanju. Naslednji dan smo vzorec iz dializnega črevesa prenesli v čašo na ledu in mu 
pomerili absorbanco pri 280 nm, ter izračunali volumen do katerega smo morali 
skoncentrirati, da je bila končna koncentracija LLO med 0,5-1,0 mg/mL. Pri tem smo 
uporabili ekstinkcijski koeficient LLO (ε=1,343). Koncentracijo smo opravili v 
AmiconUltra koncentratorju volumna 15 mL z velikostjo por 30 kDa pri 3500 g na 4°C.  
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3.2.9 Vezava proteaze TEV na CIM mini disk 
 
3.2.9.1 Vezava na CDI aktiviran mini disk 
 
Proteazo TEV smo vezali na dva velikostna razreda (100 µL in 50 µL) CIM mini diskov. 
 
3.2.9.1.1 Vezava na mini diske volumna 100 µL 
 
3,5 mL proteaze TEV s koncentracijo 0. 81mg/mL smo koncentrirali in izmenjali v 
fosfatni pufer (50 mM NaH2PO4, pH 7.5) z AmiconUltra-15 MWCO 10.000 
koncentratorjem. Dobili smo 2.3 mL imobilizacijske raztopine, ki smo ji izmerili 
absorbanco pri 280 nm na spektrofotometru SmartSpec 3000 in na podlagi te izračunali 
koncentracijo proteina. 
 
1mL imobilizacijske raztopine za CDI smo dodali 1 mL fosfatnega pufra 1 (50 mM 
NaH2PO4, pH 7,5)  in 2 mL fosfatnega pufra 2 (50 mM NaH2PO4, 1 M Na2SO4, pH 7,5) 
ter tako dobili 4mL CDI delovne imobilizacijske raztopine. 
 
Ohišje, nastavke in kapilare uporabljene za imobilizacijski postopek smo pred 
imobilizacijo proteaze TEV sanitizirali s prečrpanjem in inkubacijo 5min v 1 M NaOH. 
100 µL CDI-aktiviran mini disk smo prečrpali s 20 VK s fosfatnim pufrom 3 (50 mM 
NaH2PO4, 0,5 M Na2SO4, pH 7,5) , nato pa ročno z injekcijo nalagali CDI Load in zbirali 
frakcije vsakih 500 µL. Vsaki frakciji smo pomerili absorbanco pri 280 nm. Ko se je v 
izhodnih frakcijah začela pojavljati proteaza, smo združili zadnji dve frakciji in ju 
nekajkrat ciklično prečrpavali čez kolono. Mini disk smo pustili čez noč v CDI delovni 
imobilizacijski raztopini. Naslednji dan smo opravili deaktivacijo prostih CDI skupin s 
prečrpanjem 2 M etanolamina pH 9,0. 
 
3.2.9.1.2 Vezava na mini diske volumna 50 µL 
 
Proteazo TEV koncentracije 0,81 mg/mL smo desetkrat redčili, tako da smo odpipetirali 
0,6 mL proteaze v 5,4 mL fosfatnega pufra 1 (prvi primer imobilizacije) ali fosfatnega 
pufra 3 (drugi primer imobilizacije). 
 
V prvem primeru smo ohišje in ostale pripomočke sanitizirali s 5 min inkubacijo v 1 M 
NaOH. 50 µL CDI-aktiviran mini disk smo najprej prečrpali s 20 VK s fosfatnim pufrom 
1, nato pa smo vsak mililiter imobilizacijske raztopine prečrpali 10 x skozi kolono ter 
pustili 1h inkubirati pri sobni T, ter ponovno 10 x prečrpali, odlili frakcijo in ji pomerili 
absorbanco pri 280 nm. To smo ponovili za vsak mililiter, zadnjega smo pustili inkubirati 
čez noč in ne samo 1 uro. Deaktivacije prostih CDI skupin po imobilizaciji nismo opravili. 
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V drugem primeru, smo ohišje, nastavke in kapilare pripravili po enaki metodi, kot je 
navedeno zgoraj, nato pa smo 50 µL CDI-aktiviran mini disk prečrpali z 20 VK s 
fosfatnim pufrom 3, čemur je sledilo nalaganje imobilizacijske raztopine. Frakcije smo 
zbirali vsakih 500 µL ter jim pomerili absorbanco pri 280 nm. Zadnje tri frakcije smo 
združili in jih desetkrat prečrpali čez kolono. Deaktivacije prostih CDI skupin po 
imobilizaciji nismo opravili. 
 
3.2.9.2 Vezava na aldehidno modificiran mini disk 
 
3.2.9.2.1 Vezava na  mini diske volumna 100 µL 
 
Združili smo 0,5 mL proteaze TEV s koncentracijo 0,81 mg/mL ter 3,25 mL s 
koncentracijo 0,74 mg/mL, dodatno koncentrirali in izmenjali v MES pufer (0,1 M MES, 
0,1 M NaCl, pH 5,6) s pomočjo AmiconUltra-15 MWCO 10.000 koncentratorja. Dobili 
smo 3 mL imobilizacijske raztopine za aldehidno modificiran mini disk, ki smo ji izmerili 
absorbanco pri 280 nm. Imobilizacijska raztopina se je vidno oborila, zato smo v 
nadaljnjih poskusih namesto te uporabili imobilizacijsko raztopino za CDI aktiviran mini 
disk. 
 
Preostali imobilizacijski raztopini za CDI mini disk (1,3 mL), smo dodali 110 µL 
raztopine za redukcijo schiffovih baz (50 mM NaCNBH3 v fosfatnem pufru 1) ter tako 
dobili 1,41 mL aldehidne nanašalne imobilizacijske raztopine. 
 
Ohišje smo pripravili na enak način kot v pri CDI primeru. 100 µL aldehidni mini disk 
smo prečrpali s 10-kratnim volumnom kolone (VK) s prečiščeno vodo, nato 20 VK s 
fosfatnim pufrom 1, sledilo je 20 VK raztopine za redukcijo schiffovih baz, nato pa je 
sledil cikel nalaganja. Cikel prečrpavanj smo ponavljali vsakih 20 min, skupno 3 ure (9 
ciklov), pri čemer smo vsakič čez kolono desetkrat prečrpali aldehidno imobilizacijsko 
raztopino. Po treh urah smo mini disk pustili čez noč v imobilizacijski raztopini. 
Deaktivacijo prostih aldehidnih skupin smo opravili s prečrpanjem monolita z 20 VK 300 
mM MES pH 5,6 in nato z 20 VK 5 mg/mL NaCNBH3 + 9 mg/mL etanolamin, raztopljen 
v 300 mM MES pH 5,6. Frakcije smo vzeli po končanem ciklu in naslednji dan ter jim 
pomerili absorbanco na spektrofotometru. 
 
3.2.9.2.2 Vezava na  mini diske volumna 50 µL 
 
0,1 mL proteaze TEV koncentracije 0,5 mg/mL smo izmenjali pufer v fosfatni pufer 4 
(0,1 M NaH2PO4 pH 7,2) s pomočjo PD Minitrap G-25 SEC kolone. Dobili smo 1 mL 
imobilizacijske raztopine za aldehidno modificiran mini disk, ki smo ji izmerili 
absorbanco pri 280 nm. 
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Imobilizacijski raztopini za za aldehidno modificiran mini disk (0,9mL), smo dodali 100 
µL raztopine za redukcijo schiffovih baz (30 mg/mL NaCNBH3 v fosfatnem pufru 4) ter 
tako dobili 1 mL aldehidne nanašalne imobilizacijske raztopine .  
 
Ohišje smo pripravili na enak način kot opisano zgoraj. 50 µL aldehidni mini disk smo 
prečrpali s 10 VK prečiščene vode, nato 20 VK s fosfatnim pufrom 4 in nato z zrakom 
izpihali vso tekočino iz ohišja in diska, ki bi lahko razredčila vzorec. Sledilo je nalaganje 
(150 µL) aldehidne nanašalne imobilizacijske raztopine samo čez ohišje, da spremljamo 
izgube na fritah. Nato smo vstavili mini disk in ga prečrpali z nadaljnjimi 150 µL ter ujeli 
frakcijo. Preostanek imobilizacijske raztopine (700 µL) smo ciklično nalagali. Cikel 
prečrpavanj smo ponavljali na 20min za 3 ure, pri čemer smo vsakič čez kolono desetkrat 
prečrpali aldehidno nanašalno imobilizacijsko raztopino . Po treh urah smo mini disk 
pustili čez noč v imobilizacijski raztopini. Deaktivacijo prostih aldehidnih skupin smo 
opravili s prečrpanjem monolita s 20 VK fosfatnega pufra 5 (NaH2PO4, pH 7,4 ) in nato 
s 20 VK 5 mg/mL NaCNBH3 + 3µL/mL etanolamin, raztopljen v NaH2PO4, pH 7,4, ter 
pustili delovati 3 h in nato ponovno prečrpali s 20 VK fosfatnega pufa 5. 
 
Frakcije smo vzeli po končanem ciklu in naslednji dan ter jim izmerili absorbanco na 
spektrofotometru. Uspešnost imobilizacije proteaze TEV smo tako v primeru aldehidne 
kot CDI modifikacije preverili z NaDS-PAGE elektroforezo metodo in z UV 
spektoskopsko analizo na podlagi koncentracije proteaze TEV v nanašalnih raztopinah 
pred in po imobilizaciji pri valovni dolžini 280nm z uporabo spektrofotometra Smart Spec 
3000. 
 
3.2.10 Encimsko odcepljanje polihistidinskega repka Listeriolizina O na CIM mini 
disk z imobilizirano proteazo TEV 
 
3.2.10.1 Cepitev His-repka LLO na mini disku volumna 100 µL 
 
Izoliran listeriolizin O (LLO) (1 mL frakcija) v aktivacijskem pufru za proteazo TEV (50 
mM Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,5) s koncentracijo 0,59 mg/mL smo z 
uporabo dveh injekcij ročno ciklično prečrpali čez mini disk z imobilizirano TEV 
proteazo (ali CDI ali aldehidna modifikacija). Po desetih ciklih prečrpavanj raztopine čez 
kolono smo odvzeli frakcijo volumna 1 VK in preostalo raztopino prečrpavali naprej. 
Prečrpavanje je potekalo 40 minut, v tem času smo čez vsako kolono ponovili 34 ciklov 
prečrpavanj iste raztopine. 
 
3.2.10.2 Cepitev His-repka LLO na mini disku volumna 50 µL 
 
V primeru CDI mini disk volumna 50 µL z imobilizirano proteazo TEV smo prav tako 
uporabili 1 mL raztopino izoliranega LLO v aktivacijskem pufru za proteazo TEV s 
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koncentracijo 0,59 mg/mL, ki smo jo ročno ciklično prečrpavali čez koloni z plastičnima 
brizgama. 
Izvedli smo 10 ciklov prečrpavanj iste raztopine preko kolone, potem inkubirali 30 minut, 
odvzeli frakcijo volumna 2 VK, preostalo raztopino ponovno prečrpavali 10x, inkubirali 
1 h, ponovno odvzeli frakcijo in nadaljevali v istem sosledju do preteka 3 ur. Čez vsako 
kolono je tako bilo ponovljenih 34 ciklov prečrpavanja iste raztopine. Obe koloni sta bili 
po cepitvi sprani z 1 mL fosfatnega pufra 1, od katere smo odvzeli frakcijo 2 VK. 
 
3.2.10.3 Pozitivna kontrola 
 
Pozitivno kontrolo cepitve smo opravili z združitvijo izolirane proteaze TEV 
(koncentracija 0,81 mg/mL) in Listeriolizina O (koncentracija 0,59 mg/mL) v treh 
razmerjih (LLO:TEV= 1:1, 5:1 in 10:1) v 1 mL aktivacijskega pufra za TEV. Cepitev je 
potekala v raztopini čez noč pri 4 °C. 
Uspešnost encimske cepitve His-repka LLO, smo v vseh primerih preverili z NaDS-
PAGE elektroforezo. 
 
3.2.11 Encimsko odcepljanje polihistidinskega repka DARPin-a na aldehidnem 
CIM mini disku  z imobilizirano proteazo TEV 
 
3.2.11.1 Cepitev His-repka DARPin-a na mini disku volumna 50 µL 
 
3.2.11.1.1 Cepitev z ročnim prečrpavanjem preko brizg 
 
V primeru cepitve z ročnim prečrpavanjem preko brizg smo uporabili 5-krat redčen 
(končna koncentracija 1,07 mg/mL) DARPin v fosfatnem pufru 4 – volumen raztopine 
0,5 mL. Raztopino smo sprva samo enkrat prečrpali čez kolono in odvzeli frakcijo, nato 
pa smo izvedli 10 ciklov prečrpavanj iste raztopine preko kolone, pustili inkubirati 20 
minut, in nadaljevali s prečrpavanjem v istem sosledju skupno 2 ure. Frakcije so bile 
odvzete po enkratnem prečrpanju, po 30 min, 1uri in 2 urah. 
 
3.2.11.1.2 Cepitev s cikličnim nalaganjem preko HPLC sistema 
 
Uporabili smo 10-krat redčen (koncentracija 0,54 mg/mL) DARPin v aktivacijskem pufru 
za  proteazo TEV (0,1 M NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,4), ki smo ga preko 
kromatografskega sistema Knauer (HPLC pump 64) ciklično prečrpavali pri pretoku 1 
mL/min čez noč pri sobni temperaturi. Frakcije so bile vzete po 1,5 urah in naslednji dan 
(po približno 16 urah). 
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3.2.11.2 Pozitivna kontrola 
 
Pozitivno kontrolo cepitve smo opravili z združitvijo izolirane proteaze TEV 
(koncentracija 0,5mg/mL) in DARPin-a (koncentracija 5,37 mg/mL) v treh razmerjih 
(DARPin:TEV= 10:1, 30:1 in 50:1). Cepitev je potekala v raztopini čez noč pri 4 °C. 
 
Uspešnost encimskega odcepljanja  His-repka DARPina smo v vseh primerih preverili z 
NaDS-PAGE elektroforezo. 
 
3.2.12 Kvalitativna karakterizacija proteinov z NaDS-PAGE elektroforezo 
 
Ustrezno redčenim vzorcem smo dodali nanašalni pufer NuPAGE LDS Sample Buffer 
(4x) ali Non-Reducing Lane Marker Sample Buffer (5x) in reducent (DTT), sledila je 
denaturacija s segrevanjem vzorcev pri 70 °C ali 95 °C za 10 min. Za standard 
molekulskih mas smo uporabili PageRuler™ ali Novex® Sharp. Vzorce in standard smo 
nato nanesli na 4-12 % gel NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gel, vstavljen v XCell 
SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System oziroma na 4-12%, 1,0 mm elektroforezni 
gel Biorad Mini Protean TGX precast gel, vstavljen v elektroforezno napravo Mini-
PROTEAN Tetra Cell Systems. 
Elektroforezo smo izvajali 45 min ali 35 min pri konstanti napetosti 200 V in začetnim 
tokom 125 mA ali 400 mA v 5-odstotni raztopini elektroforeznega pufra NuPAGE® MES 
SDS Running Buffer ali v NaDS elektroforeznem pufru. 
 
Po končani elektroforezi smo gele vzeli iz plastičnega nosilca, jih spirali s stresanjem z 
MQ ali prečiščeno vodo in nato barvali z barvilom SimplyBlueTM SafeStain (inkubacija s 
stresanjem 30 min) ali pa s kompletom za barvanje s srebrovim nitratom Plus One Silver 
staining kit po protokolu proizvajalca.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 RAZVOJ MAJHNIH MONOLITNIH KROMATOGRAFSKIH ENOT 
 
4.1.1 Razvoj ohišja 
 
Z definiranjem oblike monolita v obliki valja, ki bi nalegal tako v 96-ploščico kot spin 
kolono, smo to idejo ohranili tudi za minikolono, pri čemer bi tak monolit vstavili v 
plastičen nosilec (disk) in mu z višino nosilca definirali volumen. Ker je polimerizacija 
monolitov za 96- ploščice delno avtomatiziran proces in le-ta da končno željeno obliko 
monolita, smo razvoj ohišja definirali v minimalizaciji procesa že obstoječega in 
patentiranega ohišja za 340 µl CIM® monolitne diske.  
 
Prvi prototip ohišja je tako bil rezultat le tega, šlo je za petdelno ohišje (Slika 11), 
sestavljeno iz dveh teles z navojem potrebnim za priklop standardnih HPLC kapilar, tulca 
v katerega nalegata telesi, in dveh matic, ki zatesnijo ohišje. Med obe telesi se je vstavilo 
monolitni disk v plastičnem nosilcu, ki je bil pridobljen iz polimerizacijskega kalupa za 
96- ploščico. Prvotni prototip, ki je bil zgolj rezultat minimalizacije obstoječega ohišja, 
se je izkazal za uspešnega, zato smo osnovno idejo o obliki ohišja ohranili in ga z 
naslednjim prototipom optimirali.  
 
Optimizacija je bila narejena s tehničnega stališča v smeri minimiziranja mrtvega 
volumna ohišja in širšega razpona delovanja (ponovljivo in standardizirano delovanje pri 
vstavitvi monolitov z različnimi volumni, kar je pogojeno z višino plastičnega nosilca). 
Ohišje je projektirano tako, da lahko vanj vstavimo monolite v obliki diskov treh 
volumnov – 50 µl, 100 µl ali 200 µl, hkrati pa je ohišje delujoče in tesni tudi brez vstavitve 
monolitnega diska, saj nalega telo na telo oziroma frita na frito. Območje delovanja je 
torej od 0-200 µl, lahko pa ga tudi povečamo nekje do 500 µl.  
 
Mrtvi volumen samega ohišja smo minimalizirali na račun zmanjšanja poti mobilne faze 
od kapilare do frite in stanjšanja same frite, katere naloga je enakomerna razporeditev 
mobilne faze po monolitu in filtracija neželenih delcev, ki bi lahko zamašili sistem. 
Optimizacija pa ni šla le v smeri tehnološke poenostavitve, ampak tudi v finančni smeri. 
Zaradi zmanjševanja proizvodnih stroškov smo razmišljali v smeri zmanjšanja ohišja in 
posledično oblikovanja le tega z manj sestavnimi deli, kar bi privedlo do manjših 
proizvodnih stroškov. Odločili smo se, da gre razvoj ohišja iz prvotne petdelne oblike na 
tridelno obliko, pri čemer se dva dela izgubita na račun združitve tulca, matice in enega 
telesa v celoto, druga dva dela pa sestojita iz rahlo modificiranega telesa in matice. V 
sklopu tega dela so bile pripravljene detajlne tehnične risbe za oba možna formata ohišja 
minikolon (Slike 12-14). Zaradi varovanja poslovnih skrivnosti točnih mer ohišja ne 
moremo vključiti v magistrsko nalogo. 
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Slika 11. 3-delno optimizirano ohišje (levo) in prvotno 5-delno ohišje (desno). Sestavni deli ohišja: telo A 
(A), telo B (B), matica (C). 5-delno ohišje sestoji iz dveh teles podobnih telesu A (razlika v velikosti in 
robu), matic in votlega tulca, kamor nalegata telesi. Prikazano razstavljeno (zgoraj) in sestavljeno (spodaj) 
ohišje za oba tipa. 
 
Slika 12. Telo A (3-delno ohišje). Telo A nalega v telo B. Telo A vsebuje navoj za priklop HPLC kapilare 
(levo), ki vodi na prostor za kromatografsko frito. 
Žigon, R. Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot za afinitetno izolacijo bioloških makromolekul … encimskih reaktorjev.   




Slika 13. Telo B (3-delno ohišje). Telo B vsebuje navoj za priklop HPLC kapilare (levo), ki vodi na 
prostor za kromatografsko frito, katero obdaja podaljšan tulec. 
 
 
Slika 14. Matica, ki zatesni telesi A in B skupaj. Enaka pri obeh tipih ohišij.  
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4.1.1.1 Izbira materiala za ohišje mini diska 
 
Pri razvoju ohišja smo sledili smernicam čim cenejšega proizvodnega procesa. Kot 
material smo zato nerjaveče jeklo kot opcijo takoj izključili in se posvetili obširni 
raziskavi plastičnih materialov, ki premorejo primerljivo obstojnost, trdoto in odpornost 
na topila oziroma vse mobilne faze, ki bi jih uporabnik lahko v procesu kromatografije 
uporabljal. Ker gre za ohišje majhnih dimenzij, je velik faktor pri izbiri pomenila tudi 
zmožnost finega modeliranja plastike.  
 
V Priloga A so prikazane odpornosti različnih umetnih mas na kemikalije, ki bi lahko bile 
uporabljene za aplikacije in modifikacije na mini diskih. Prva izbira materiala za ohišje 
glede na lastnosti in zaradi predhodne preverjenosti materiala je bil PEEK (poli eter 
keton), ki smo ga zaradi visoke cene nabave izključili kljub temu, da je zadostoval vsem 
pogojem in je za specifično implementacijo verjetno najprimernejši. Na drugi strani se je 
za cenovno najugodnejšega izkazal polipropilen (PP), ki je zadostil vsem zahtevanim 
lastnostim, problem pa se je pokazal pri oblikovanju (modeliranju) plastike, saj ni 
odporen na fino struženje in bi lahko prišlo do pokanja ali razslojevanja pri tako majhnih 
delih, kot se uporabljajo za naše ohišje. Osnovno idejo o oblikovanju plastike s struženjem 
s strojem CNC, ki je edini primeren za fino obdelavo, smo razširili tudi na brizganje 
plastike v naprej pripravljene kalupe, kar bi na dolgi rok nedvomno zmanjšalo ceno 
izdelave. Po tržni raziskavi in preračunanju amortizacije na dolgi rok pa smo prišli do 
sklepa, da je CNC struženje kljub vsemu še vedno cenejša izbira kot izdelava kalupa. Prav 
tako se je polipropilen v nekaterih drugih aplikacijah (ohišja za 1ml CIM® kolone) pri 
povišanem tlaku razširil do take mere, da je ohišje popustilo, zato smo idejo o uporabi PP 
dokončno ovrgli. Do podobnega zaključka smo prišli pri polietilenu (PE), ki prav tako 
premore prenizko trdnost in odraža neželene elastične lastnosti. Kompromis med ceno, 
željenimi kemijsko-fizikalnimi lastnostmi in možnostjo oblikovanja smo dosegli z izbiro 
polioksimetilena (POM), znanega tudi pod imeni acetal ali poliacetal. 
 
Poliacetal premore: 
 visoko mehansko trdnost, togost in trdoto, ki presežejo le redki materiali (npr. 
PEEK) 
 visoko udarno trdnost (tudi pri nizkih temperaturah) 
 majhno absorbcijo vode 
 dobre drsne lastnosti in odpornost na obrabo ter pokanje 
 odlično obdelovalnost 
 obstojnost do 100 °C 
Obstaja več vrst poliacetala, med katerimi sta najpogosteje uporabljena acetal-
homopolimer (POM-H), acetal-kopolimer (POM-C). POM-C nudi boljšo odpornost proti 
bazam in hidrolizi (do 80 °C), odpornost na pH od 4-13 in boljšo odpornost proti termični 
oksidacijski razgradnji kot POM-H. POH-H je na drugi strani trši, bolj tog, ima manjši 
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raztezek in rahlo boljšo odpornost proti obrabi, območje tolerance pH pa je med 
vrednostma 4-9. 
 
4.1.1.1.1 Nabrekanje plastičnih mas različnih kemij v polarnih organskih topilih 
 
Pri določitvi ustreznega materiala za ohišje in nosilca monolita (diska) smo upoštevali 
vse procesne faze, ki so potrebne za pripravo afinitetnega kromatografskega nosilca in 
opazovali vpliv reagentov na izbrane plastične mase. Spremembe smo opazili samo v 
primeru dolgotrajne izpostavljenosti polarnim organskim topilom (Preglednica 9). 
 
Preglednica 9. Primerjava raztezanja plastičnih nosilcev različnih kemij, v polarnih organskih topilih. Rezultati so 
izraženi v odstotkih raztezka razlike pred in po 24 urni izpostavitvi organskemu polarnemu topilu.  
  Višina Zunanji premer (OD) Notranji premer (ID) 
PEEK 0,00% 0,00% 0,00% 
POM-C 0,65% 0,56% 0,43% 
POM-H 1,74% 0,85% 1,16% 
 
4.1.1.2 Izbira kromatografske frite za ohišje mini diska 
 
Frita je tisti sestavni del ohišja, ki je odgovoren za enakomerno distribucijo mobilne faze 
na stacionarno fazo (monolit) in preprečuje prehod morebitnim neželenim delcem, ki so 
prisotni v mobilni fazi. Na primarne lastnosti frite v največji meri tako kot za monolit 
vpliva njen premer in debelina, ne smemo pa pozabiti tudi na njeno poroznost. Pri 
poroznosti nas ne zanima samo povprečna velikost por, ampak moramo upoštevati tudi 
distribucijo por in njihovo razpoložljivost. Ker je primarni cilj mini diskov izolacija 
bioloških molekul (proteini, DNK, plazmidi, virusi in ostali produkti biotehnološke 
industrije), smo iskali takšno frito, ki ne bo interferirala z zgoraj navedenimi molekulami. 
Ker smo že pri materialu ohišja šli v smer plastičnega produkta, smo to obdržali tudi pri 
izbiri materiala kromatografskih frit. Glavne iskane lastnosti kromatografskih frit so tako 
bile njena nereaktivnost in obstojnost, nevtralen naboj površine, minimalna nespecifična 
vezava in adsorpcija bioloških molekul ter poroznost s povprečno velikostjo por nad 10 
µm. Dodatno mora biti frita dobavljiva v željenem premeru, da ustreza velikosti ohišja in 
hkrati prekriva celotno površino monolita, ki ga obdaja. Veliko časa smo posvetili tudi 
razliki med hidrofilnostjo in hidrofobnostjo same frite. Standardna frita je v osnovi iz 
polietilena (PE), ki je rahlo hidrofoben material. V osnovi smo bili bolj naklonjeni 
hidrofilnim lastnostim materiala zaradi samega namena uporabe, saj večina mobilnih faz 
pri bioloških aplikacijah temelji na vodnih raztopinah, kar bi pripomoglo k prehajanju 
same mobilne faze in zmanjšalo možnost nespecifične adsorpcije proteinov na površino 
frit na osnovi hidrofobnih interakcij. Ko smo ugotovili, da so vse cenejše plastične frite v 
osnovi hidrofobne in da se hidrofilnost doseže z nespecifično vezanimi surfaktanti, smo 
idejo o hidrofilni friti zavrgli, saj bi potem imeli površino frite prekrito z molekulami, ki 
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bi še povečale nabor možnih nespecifičnih interakcij med biološkimi makromolekulami 
in frito. 
 
Pomemben cilj pri projektiranju ohišja je bil zmanjševanje njegovega mrtvega volumna, 
saj pri monolitih majhnih volumnov, ki bodo uporabljeni, le-ta dramatično vpliva na 
širjenje kromatografskih vrhov (kromatografska učinkovitost se manjša). Za plastične 
frite smo v obeh primerih izbrali frite proizvajalca PORVAIR® Filtration group.  
 
Izhajali smo iz standardnega kataloškega produkta - že razrezanih in količinsko pakiranih 
frit za 96-ploščice premera 7,2 mm in debeline 1,5 mm, s 36 µm porami, tipa VYON F. 
Frite so zagotavljale vse željene kvalitativne lastnosti, prav tako pa so bile ekonomsko 
ugodne na račun kataloške standardne prodaje. Kljub svoji hidrofobni naravi niso kazale 
večje nespecifične adsorpcije proteinov na površino frit (Preglednica 10Napaka! Vira 
sklicevanja ni bilo mogoče najti.), zato smo pri optimizaciji ostali na istem materialu, 
vendar smo se odločili za frito debeline 1mm (manjši mrtvi volumen). 
 
Pri plastičnih fritah predstavlja problem tesnjenje z ohišjem - frita mora dobro nalegati v 
utor v ohišju, da ne pušča. Premajhna ali konusno izrezana rezultira v puščanju ob 
robovih, kar lahko vpliva na slabšo distribucijo mobilne faze po stacionarni-monolitu in 
s tem daje artefakte vidne na kromatogramu. 
 
Preglednica 10. Izkoristki IgG po injiciranju na prazno ohišje. Vrednosti površin vrhov vmesnika in ohišja 
so podane v enotah [mAu*min]. Izkoristki (podani v odstotkih) so izračunani na podlagi primerjave 
površine vrhov ohišja s površino vrhov preko vmesnika.  
20 mM NaH2PO4   20 mM NaH2PO4 + 0,7 M Na2SO4 
c [mg/mL] Vmesnik Ohišje %   Vmesnik Ohišje % 
0,05 9,14 9,24 101%  13,18 12,62 96% 
0,2 25,04 23,55 94%  26,79 26,36 98% 
0,5 40,14 39,57 99%   46,97 46,30 99% 
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4.1.1.2.1 Test nespecifične adsorbcije proteinov na površino kromatografskih frit 
 
Glede na primerjavo absorbance humanega IgG med referenco (vmesnik) in ohišjem 
opazimo bolj razvlečene vrhove, ko namesto vmesnika vstavimo prazno kromatografsko 
ohišje (Slika 15). To lahko razložimo s slabšo distribucijo mobilne faze skozi 
kromatografsko ohišje. Za dokazovanje nespecifične adsorpcije proteina na prazno ohišje 
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Slika 15. Prikaz nespecifične adsorbcije IgG na površino kromatografske frite. Modra krivulja predstavlja 
odziv preko vmesnika, rdeča pa odziv preko praznega ohišja. Prikazani so odzivi pri različnih 
koncentracijah IgG: 0,05 mg/mL (A in B), 0,2 mg/mL (C in D); 0,5 mg/mL (E in F). V primeru (A, C in 
E) je bil uporabljen pufer brez soli (20 mM NaH2PO4 pH 7,5), v primeru B, D in F pa pufer s soljo (20 mM 
NaH2PO4 + 0,7 M Na2SO4 pH 7,4).  
Preglednica 10Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti., nam potrdi, da ne 
prihaja do izgub na račun nespecifične adsorpcije proteina, na nepolarne VYON F 
kromatografske frite. Ni opazne večje razlike med uporabo dveh pufrov z različno 
hidrofobnostjo. Dodatek soli v raztopini namreč dodatno pripomore k nespecifični 
adsorbciji na račun s soljo induciranih nepolarnih vezi proteina, ki se izpostavijo površju 
ob konformacijski spremembi proteina (Wheatley in Schmid Jr., 1999). V pufru z dodano 
kozmotropno soljo (Na2SO4) je izguba proteina enaka kot v običajnem pufru, iz česar 
sklepamo, da ne prihaja do izgub zaradi hidrofobno inducirane adsorpcije, kar je bila naša 
največja skrb. Kljub temu da ne prihaja do izgub, je opazna nelinearnost med površinami 
pri različnih koncentracijah v obeh primerih. Razlog temu je najverjetneje nezadostna 
frekvenca vzorčenja signala, zaradi uporabe starejših detektorjev. 
 
4.1.1.3 Tesnenje in določitev mrtvega volumna prototipa ohišja mini diska 
 
Primerjava retenzijskega časa pri uporabi enakega mini diska (volumen 200 µL) pri 3 in 
5-delnem ohišju (Slika 16), pokaže krajši čas v primeru optimiranega 3-delnega ohišja. 
Razlog za hitrejši prehod sledilca skozi ohišje je zmanjšanje mrtvega volumna ohišja na 
račun krajše poti mobilne faze in stanjšanja kromatografske frite. 
F E 
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Slika 16. Primerjava pulznih motenj na 200 µl disku v dveh ohišjih z različnima mrtvima volumnoma. 
Optimirano 3-delno ohišje (rdeč kromatogram) in prvotno 5-delno ohišje (moder kromatogram) . Pretok: 1 
ml/min, λ:280 nm, MFA: 1x PBS, Vzorec: 0,05 mg/mL uracil v 1x PBS).  
 
4.1.2 Razvoj in priprava majhnih monolitnih kromatografskih enot (minikolon) v 
obliki diska 
 
4.1.2.1 Mini diski  
 
Nosilec je tisti del, v katerega vstavimo monolit in mu ne spreminja nikakršnih lastnosti. 
Nosilec mora ustrezati specifikacijam, predstavljenim v prejšnjem poglavju, saj je od 
njega odvisno vpetje monolita. Pri izbiri nosilca za mini diske smo tako, kot za samo 
ohišje, izhajali iz plastike ter tako prvotno izbrali kot ustrezen material POM-H, ki smo 
ga nato v naslednjih serijah zamenjali s kemijsko bolj odpornim POM-C zaradi 
zmanjšanja nabrekanja v organskih topilih. Volumen valjastega monolita je definiran s 
premerom in višino. Osredotočili smo se na tri različne velikostne razrede mini diskov – 
50 µl, 100 µl in 200 µl, kar smo prvotno definirali zgolj s spremembo višine nosilca 
(premer je ostajal enak), pri čemer smo uporabljali monolite, pridobljene s standardno 
uporabljenimi postopki termične polimerizacije v kalupu za 96-ploščice (zaradi zaupnosti 
podatkov pogoji polimerizacije niso navedeni).  
 
4.1.2.2 Optimirani mini diski  
 
Po prvotno zastavljenem konceptu treh različno debelih mini diskov, ki izražajo različen 
volumen, smo v primeru najmanjših volumnov (50 µl) večkrat opazili pojav puščanja in 
nehomogenosti distribucije, kljub pravilnemu vstavljanju in vpetju brez fizičnih poškodb 
monolita pri različnih izvorih polimerizacije monolita. 
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Ker pri ostalih diskih večjega volumna (100 µl in 200 µl) tega nismo opazili, smo 
nehomogenost vzročno povezali s premajhno stično površino monolita z nosilcem. Trend 
nehomogenosti se je kazal tudi po kemijskih modifikacijah površine monolitov. 
 
Problem smo poskusili rešiti z zamenjavo nosilca monolita, ki bi lahko bil vzrok za 
nepravilno vpetje. PEEK bi bil po fizikalno-kemijskih lastnostih najprimernejša izbira, a 
se je enako kot POM-C pri majhnih volumnih (50 µl) izkazal kot neprimeren. Iz tega smo 
sklepali, da izbira materiala obročka monolita ni ključna za dobro vpenjanje monolita. Za 
primerjavo med materialoma smo naredili nekaj serij testiranj s nosilci PEEK tudi pri 
monolitih večjih volumnov (100 µl in 200 µl), vendar prav tako to ni kazalo statistično 
značilnih drugačnih rezultatov. 
 
Za boljše vpetje manjših volumnov je tako potrebno povečati stično površino med 
monolitom in obročkom, kar dosežemo z manjšanjem premera monolita in posledično 
daljšanjem njegove dolžine. To pa pomeni, da ne bi imeli standardiziranega monolita za 
vse tri velikostne razrede. V primeru manjšega premera bi morali monolite stružiti, kar 
predstavlja dodaten strošek in delo, povezano z obdelavo monolita. Za obhod težave smo 
za standardni model monolita pri 50 µl mini disku vzeli monolite CIMac analitskih kolon, 
ki jih podjetje BIA Separation proizvaja že več let. Izračunali smo potrebno višino 
nosilca, upoštevajoč nov premer monolita. Nadaljnja testiranja so pokazala ponovljivost 
priprave monolitov brez puščanja oziroma nehomogenosti distribucije in s 96-ploščicami 
primerljive rezultate (Slika 17). 
 
Ker smo želeli še korak dlje, smo razmišljali v smeri recikliranja odpadnih delov 
monolita, ki nastajajo pri proizvodnji monolitnih kolon industrijskega tipa (800 ml, 8000 
ml volumen), saj bi s struženjem odpadnih delov monolitov dobili večje število monolitov 
manjših volumnov (osredotočili smo se zgolj na 200 µl in 100 µl, ker si delita isti premer 
monolita). Zanimalo nas je, ali bi struženje/vrtanje že pripravljenega polimeriziranega 
monolita kazalo boljše rezultate od dosedaj testiranih monolitov, ki so končno obliko 
dobili v neposredni polimerizaciji v namenskem kalupu (velja tako za 96-ploščice kot 
analitske kolone). Testiranja so pokazala primerljive in ponovljive rezultate ne glede 
izvor monolitov.  
 
Končni test standardizacije postopka je bila priprava vseh treh oblik pridobitve monolita 
(struženje, kalup za 96-ploščice in kalup za analitske kolone) z isto polimerizacijsko 
mešanico pri istih polimerizacijskih pogojih (zaradi zaupnosti podatkov sestava in pogoji 
polimerizacije niso navedeni). Pri vseh oblikah polimerizacije monolitov smo izbrali 
monolite s povprečnim premerom pretočnih por 2 µm, saj je osnovni namen monolitov 
in njihovih nadaljnjih aplikacij v osnovi HTP proces. To hkrati predstavlja pravi »scale 
down« oziroma miniaturizacijo za novo linijo produktov CIM, kjer je velikost največje 
enote trenutno 8 L. Vse polimerizirane monolite smo testirali na porazdelitev velikosti 
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por z analizo, izvedeno na živosrebrovem porozimetru, ki spada pod redno kontrolo 
kakovosti produktov BIA Separations. Rezultati analize (Preglednica 12) so pokazali, da 
so skoraj vse vrednosti meritev znotraj specifikacijskega območja.  
 
 
Slika 17. Mini diski. Od leve proti desni: 50 µL pred optimizacijo, 50 µL po optimizaciji, 100 µL po 
optimizaciji , 200 µL po optimizaciji. Za oceno dimenzij, je zraven dodano merilo (v cm).  
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4.2 TESTIRANJE RAZLIČNIH FORMATOV MAJHNIH MONOLITNIH 
KROMATOGRAFSKIH ENOT (MINI DISKI) 
 
4.2.1 Določitev volumna in pretočnost por mini diskov CIM 
 
Pri določitvi volumna pretočnosti por smo v primeru odčitanega volumna s 
kromatograma (Slika 18), uporabili enačbo 3, teoretično pa smo volumen pretočnih por 
izračunali z uporabo enačbe 2. Enačbi sta navedeni v poglavju 3.2.4.1 Določitev volumna 
in pretočnih por mini diskov   
 
 
Slika 18. Pulzne motnje na diskih različnih volumnov v 3-delnem ohišju z 1,0 mm fritami v primerjavi s 
pulzno motnjo skozi prazno ohišje (moder kromatogram). 50 µl mini disk (rdeč), 100 µl mini disk (viola), 
200 µl mini disk (zelen). Pretok: 1ml/min, λ: 280nm, MFA: 1x PBS, Vzorec: 0,05 mg/mL uracil v 1x PBS.  
 
Preglednica 11 prikazuje, da prihaja do zamika retencijskega časa sledilca preko monolita 
v skladu s poroznostjo monolita, ki je v omenjenih monolitih okrog 60 %. S tem potrdimo 
dobro distribucijo mobilne faze preko celotnega volumna monolita. 
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Preglednica 11. Odčitani in izračunani volumen pretočnih por vseh treh velikostnih razredov mini diskov 
Volumen monolita [µl] 
Izmerjen volumen pretočnih  
por monolita [ml] 
Izračunana pretočnost  
por monolita [ml] 
50 0,04 ± 0.014 0,028 
100 0,08 ± 0.008 0,06 
200 0,12 ± 0.012 0,12 
 
4.2.2 Testiranje tesnjenja in homogenosti vpetja mini diskov 
 
Bistvo optimiranja testiranja različnih formatov monolitov majhnih volumnov je 
zagotavljanje homogenega vpetja monolita v obroček. V proizvodnem procesu mora biti 
izkoristek dobro vpetih monolitov višji od 90 %, hkrati po moramo imeti na voljo hitro, 
enostavno in zanesljivo metodo, da lahko slabe diske izločimo čimprej v proizvodnem 
procesu. Osnovna metoda, ki se uporablja za preverjanje tesnjenja monolitov, je pulzna 
motnja, ki temelji na injiciranju nekaj µl vzorca, ki vsebuje sledilec, na monolitno kolono, 
pri realnem pretoku mobilne faze.  
 
Puščanje monolita se lahko kaže v več oblikah, lahko ga opazimo kot plazenje vrha pri 
začetku preboja krivulje, ki bi sicer moral biti čim bolj pravokoten, puščanje se lahko 
kaže tudi kot vlečenje oziramo raztezanje krivulje. Plazenje in raztezanje vrha sta 
posledica predvsem fizičnih poškodb površine ali manjšega ne tesnjenja, v primeru 
pravega puščanja, pri čemer mobilna faza teče okoli monolita, to opazimo kot premik 
krivulje v levo (krajši retencijski čas). Slika 19 prikazuje vse tipe puščanja testiranih s 
pulzno motnjo 1:100 Aceton:H2O, pri pretoku 1mL/min. Puščanje monolita smo 
ponazorili z načrtnim postopnim poškodovanjem samega monolita. Najprej smo z iglo 
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Slika 19. Pulzne motnje – puščanje, "plazenje vrha" predstavlja rdeča krivulja (a), puščanje, "vlečenje vrha" 
pa modra krivulja (b), slika c prikazuje 4 krivulje, kjer se je načrtno postopoma poškodovalo disk, od tega 
je modra-normalna (tesni), viola-poškodovana samo površina monolita, rdeča-močneje poškodovana 
površina in rob, zelena-luknja skozi monolit 
 
4.2.3 Določitev velikosti por različnih tipov izvora monolita 
 
Preglednica 12 prikazuje meritve por, opravljene z živosrebrovim porozimetrom, pri 
čemer smo vse meritve opravili v istem dnevu na 3 vzorcih - za vsak vzorec po tri 
ponovitve. Vzorci so bili monoliti, pridobljeni iz iste polimerizacijske mešanice pod 
istimi polimerizacijski pogoji s tremi različnimi izvori polimerizacije (v kalupu za 96- 
ploščice, v kalupu za analitske kolone, in polimerizacija monolitov večjih volumnov, ter 
rezanje le teh na manjše dimenzije). Vsi trije tipi monolitov so glede na specifikacije por 
ustrezni (polmer 1,05 ± 0.1 µm; Slika 20) ter med sabo dovolj ponovljivi, torej jih lahko 
uporabimo za nadaljnje teste.  
 
Preglednica 12. Povprečne vrednosti polmera por na vseh treh tipih mini diskov 
Izvor monolitov 








monoliti izrezani iz ostankov večjih monolitov 909 993 1029 977 
kalup za 96- ploščice 1006 880 1012 966 
kalup za analitske kolone 956 955 888 933 
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Slika 20. Primer porazdelitve velikosti por, dobljene z živosrebrovim porozimetrom, za monolit, 
polimeriziran v kalupu za pripravo 96- ploščic. Graf  v točki (1099,63 nm) prikazuje modalno vrednost 
polmera por (x-os prikazuje premer por).  
 
4.3 KVALITATIVNA KARAKTERIZACIJA MODIFICIRANIH MINI DISKOV 
 
Za pripravo afinitetnih monolitov smo monolite po polimerizaciji modificirali v več 
stopnjah, da smo iz osnovnih epoksi skupin pripravili površino, ki nam je omogočala 
imobilizacijo proteinov.  
 
Hidroliza je kemijska modifikacija monolita, ki površino naredi bolj hidrofilno, zato ta 
rahlo nabrekne in povzroča boljše vpetje v nosilec. Na kasnejših serijah mini diskov se je 
homogenost testiralo z dinamično vezavno kapaciteto z benzimidazolom. Prav tako se je 
uspešnost hidrolize preverilo s FT-IR analizo v ATR načinu merjenja. Hidroksi 
modifikaciji je sledila karbonildiimidazolna (CDI) aktivacija površine, ki je v nadaljnji 
fazi omogočila imobilizacijo proteina A. Mini disk z vezanim proteinom A smo testirali 
s standardno metodo, kjer se izvede merjenje dinamične vezavne kapacitete z IgG. 
 
4.3.1 Pulzna motnja 
 
Spodnja Preglednica 13 prikazuje testiranje puščanja vseh treh volumnov monolitov (50, 
100 in 200 µl) za vse tri oblike izvora polimerizacije monolita. Testiranje je bilo 
opravljeno s testom pulzne motnje na hidroksi modificiranih diskih. Rezultati so podani 
v odstotkih, pri čemer nam postavka ponovljivost pove delež uspešnih (tesnečih) proti 
puščajočim kolonam, postavka korelacija pa procentualno zanesljivosti napovedi 
puščanja na podlagi predhodne vizualne podobe fizičnega stanja monolita.   
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Preglednica 13. Rezultati testiranja puščanja posameznih hidroksi modificiranih mini diskov z različnimi 
volumni monolitov pri različnih tipih izvora polimerizacije. 
  
MONOLITI IZ 
KALUPOV ZA 96- 
PLOŠČICE 
MONOLITI IZ KALUPOV ZA 
ANALITSKE KOLONE 
MONOLITI, IZREZANI IZ 
OSTANKOV VEČJIH MONOLITOV 
 N 
ponovlji
vost korelacija N ponovljivost korelacija N ponovljivost korelacija 
200 
µl 21 80,95% 81,00% - - - 14 78,57% 78,57% 
100 
µl 15 73,33% 80,00% - - - 14 92,86% 92,86% 
50 µl 11 100,00% 100,00% 26 88,46% 92,30% 9 100,00% 100,00% 
 
Opazimo da je tesnjenje pri vseh volumnih monolitov primerljivo in s približno 80% 
izkoristkom. Iz tabele je razvidno tudi, da med različnimi oblikami polimerizacije 
monolita ne prihaja do večjih razlik pri tesnjenju vpetja v nosilec. 
 
4.3.2 Fourierjeva transformna infrardeča spektroskopija 
 
Fourierjevo transformno infrardečo spektroskopijo (FT-IR), smo uporabili kot metodo 
kvalitativne analize uspešnosti različnih stopenj modifikacije in aktivacije tekom priprave 
končnega afinitetnega monolita (imobilizacija r-proteina A ali proteaze TEV) (Slike 21-
23). FT-IR omogoča emisijo srednjega infrardečega (IR) elektromagnetnega valovanja 
(sevanje med 4000 in 400 cm-1, oziroma valovne dolžine med 2,5 in 25 µm). Taka 
energija sevanja ustreza vibracijskim energijam posameznih vezi v molekuli in ob 
določenih pogojih povzroči spremembo njihovega dipolnega momenta, kar zaznamo kot 
absorpcijo IR sevanja. Ob vpeljavi matematičnega algoritma Fourierjeve transformacije 
dobimo iz IR spektra specifične informacije o vrsti funkcionalnih skupin, njihovih 
povezavah in relativni vsebnosti (Texts, 2015). 
 
 
Slika 21. FT-IR spektrogram standarda epoksi modificiranega monolita (levo) in standarda hidroksi 
modificiranega monolita (desno). 
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Slika 22. FT-IR spektrogram uspešnosti hidrolize epoksi monolitov. Epoksi standard (rdeč), vzorec 
monolita po hidrolizi (moder). Spremembe opazne pri vrednostih 3500 cm-1, 930cm-1 in 860cm-1 - 
označeno s puščicami. 
 
 
Slika 23. FT-IR spektrogram uspešnosti aldehidne modifikacije hidroksi monolita. Slika prikazuje isti 
monolit tekom modifikacij. Hidroksi modificiran monolit (moder), aldehidno modificiran monolit (rdeč). 
Spremembe opazne pri vrednostih 1050 cm-1, 971cm-1 - označeno s puščicami. 
 
4.3.3 Dinamična vezavna kapaciteta 
 
V začetnih kvalitativnih karakterizacijah modificiranih monolitov smo homogenost 
monolitne kolone določali izključno na koncu modifikacijskega postopka z merjenjem 
dinamične vezavne kapacitete poliklonskega človeškega imunoglobulina G (IgG) na 
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kovalentno vezan rekombinantni protein A (r-pA). V kasnejših testiranjih smo vpeljali 
metodo testiranja homogenosti monolita že v fazi hidroksi modifikacije, kjer so potekale 
tudi ostale kvalitativne metode, in sicer z merjenjem dinamične vezavne kapacitete z 
benzimidazolom. 
 
4.3.3.1 Poliklonski človeški imunoglobulin G 
 
Določeni hidroksi-modificirani monoliti iz Preglednica 13 so bili v naslednji fazi 
aktivirani tekom CDI modifikacije, pozneje smo na njih kovalentno vezali rekombinanten 
protein A. Te diske smo testirali na dinamično vezavno kapaciteto za poliklonski človeški 
IgG (Octagam) s koncentracijo 0,5 mg/ml, raztopljen v fosfatnem pufru (1x PBS sestave 
1,7mM KH2PO4, 5 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,4). Uporabljen pretok je bil 0,5 
ml/min. V Preglednica 14 so zbrane povprečne vrednosti IgG kapacitet za različne 
volumne monolitov, narejene na mini diskih z imobiliziranim proteinom A. Pri monolitih 
najmanjšega volumna (50 µl) opazimo v primerih izvora monolita iz polimerizacije v 
kalupu 96- ploščic in rezanih monolitov manjšo vezavno kapaciteto za IgG (povprečje 
5,95 mg/ml) ter nehomogenost zaradi slabšega vpetja. Razlog za slabše vpetje je v manjši 
stični površini med nosilcem in monolitom (nižji plastični nosilec in širši premer 
monolita). Monoliti, pridobljeni iz kalupa za analitske kolone, dajejo boljše rezultate 
(povprečje 7,5 mg/m), ker smo problem slabega vpenjanja izboljšali z drugo serijo 
(optimizacijo) mini diskov (višji plastični nosilec, manjši premer monolita). 
 
Preglednica 14. Povprečna dinamična vezavna kapaciteta IgG na mini disk z imobiliziranim proteinom A 
različnih volumnov, pri različnih tipih izvora polimerizacije. 
  
MONOLITI IZ KALUPOV 
ZA 96- PLOŠČICE 
MONOLITI IZ KALUPOV ZA 
ANALITSKE KOLONE 





















200 µl 17 6,22 0,47 7,57 - - - - 11 7,29 0,39 5,35 
100 µl 13 6,4 0,43 6,74 - - - - 11 7,13 0,28 3,96 
50 µl 11 5,67 0,67 11,17 10 7,54 0,48 6,4 8 6,18 0,41 6,59 
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Slika 24. Dinamična vezavna kapaciteta r-protein A mini diska volumna 100 µl, določena z IgG standardom 
(0,5 mg/ml) pri pretoku 0,5 mL/min. Grafični prikaz dobrega monolita (modra krivulja), puščanja monolita 
(zelena krivulja), nehomogenosti (rdeča krivulja). 
 
Za dosego optimizacije, standardizacije in univerzalnosti priprave samih monolitov smo 
iz iste polimerizacijske mešanice pripravili monolite vseh treh volumnov (50, 100 in 200 
µl) s tremi različnimi pristopi (Preglednica 15): 
 Polimerizacija v kalupu za 96- ploščice (100 in 200 µl) 
 Polimerizacija v kalupu analitskih monolitov (50 µl) 
 Rezanje monolitov iz ostankov, ki nastanejo pri oblikovanju monolitov večjih 
volumnov (100 in 200 µl) 
 
Polimerizacijski pogoji so bili popolnoma enaki in narejeni v enakih časovnih presledkih, 
s čemer smo zagotovili identičnost monolitov v vidiku sestave in fizičnih lastnostih. 
Njihovo vstavljanje v plastične nosilce, nadaljnje modifikacije in testiranja je opravljala 
zgolj ena oseba, s čemer smo izničili možnost različne priprave samega monolita in 
drugih subjektivnih odstopanj. 
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Preglednica 15. Dinamična vezavna kapaciteta IgG  na mini disk z imobiliziranim proteinom A različnih 
volumnov, pri različnih tipih izvora polimerizacije a z isto polimerizacijsko mešanico pod istimi pogoji 
  KALUP ZA 96 PLOŠČICE 





 N povprečje STDEV 
RSD 
(%) 
N povprečje STDEV 
RSD 
(%) 
N povprečje STDEV 
RSD 
(%) 
200 µL 2 6,86 0,01 0,16 - - - -  2 7,50 0,02 0,30 
100 µL 2 6,45 0,08 1,22 - - -  - 2 7,28 0,28 3,82 
50 µL   -  -  -  4 8,05 0,18 2,19  - -  -   - 
 
Rezultati kažejo razliko med skupinami, pri čemer je največje odstopanje opazno na 
primeru monolitov, ki so bili polimerizirani v kalupu za 96- ploščice. Z Anova testom 
smo preverili, ali gre za statistično značilno razliko med vsemi preiskovanimi skupinami. 
Za stopnjo zaupanja smo uporabili α 0,05 in hipotezo: 
 
H0: μ1 = μ2 = μ3 
H1: vsaj eno od povprečij je različno  
 
Iz Priloga B razberemo, da je F vrednost veliko večja of F crit vrednosti (F > F crit), hkrati 
pa P-vrednost manjša od stopnje zaupanja, zato ovržemo ničelno hipotezo (H0), kar 
pomeni da si povprečja med seboj niso enaka, in je vsaj ena različna. Anova test nam 
pove samo, da obstaja razlika med preiskovanimi skupinami, ne pove pa, kje ta razlika 
je, zato opravimo še t-test. Uporabili smo t-test s predvidenimi neenakimi variancami s 
hipotezo: 
 
H0: μ1 - μ2 = 0 (povprečja so enaka) 
H1: μ1 - μ2 ≠ 0 (povprečja niso enaka)  
  
Iz 
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Priloga CPriloge C lahko razberemo za je t Stat < - t Critical two-tail (-8,85<-2,45), zaradi 
česar zavržemo ničelno hipotezo, da so si povprečja med seboj enaka. Enako naredimo 
še za ostale kombinacije primerjave skupin. Tako kot zgoraj tudi iz  Pligode D razberemo, 
da velja  t Stat < - t Critical two-tail, zato zavržemo ničelno hipotezo. 
 
Čeprav na primeru Priloge E, velja t Stat > - t Critical two-tail, kar bi omogočilo sprejetje 
ničelne hipoteze, jo tudi v tem primeru zavržemo, saj velja t stat> t Critical two-tail. 
 
Statistična analiza je pokazala, da so med preiskovanimi skupinami statistično značilne 
razlike med vsemi tremi skupinami, pri čemer imajo monoliti iz kalupa analitskih kolon 
statistično najvišja povprečja in monoliti iz kalupa za 96- ploščice statistično najmanjša 
povprečja kapacitete za IgG. Razlog za to je odstopanje pri velikostnem razredu por, saj 
je porozimeter v primeru monolitov, polimeriziranih v kalupu za analitske kolone, 
pokazal radij por pod povprečjem (za 3 % manjše pore od povprečja), kar rezultira v 
povečanju vezavne površine in s tem povečani proteinski kapaciteti. Čeprav statistični 
testi pokažejo statistično značilne razlike, so vrednosti kapacitet pri vseh treh ustrezne in 




Eden izmed tehnoloških problemov protein A afinitetne monolitne kromatografije je, da 
je celotna priprava in modifikacija monolita dolgotrajen proces in nam le zadnji korak – 
vezava IgG - pokaže pravo sliko kvalitativnih lastnosti monolita (tesnjenje, kapaciteta, 
puščanje, nehomogenost distribucije). Za rešitev problema smo uporabili dve metodi 
testiranja monolita, ki se ju izvede v zgodnji fazi priprave monolita, in sicer po hidrolizi 
monolita (na hidroksi modificiranih monolitih, ki je predstopnja za nadaljnje 
modifikacije, potrebne za imobilizacijo proteina A). 
 
Prva metoda je pulzna motnja, ki nam poda oceno tesnjenja. Ker pa se pri tako majhnih 
monolitih, kot so 50 µL, izven kolonski efekti (mrtvi volumen kapilar, detektorske celice 
...) že tako veliki, da lahko zamaskirajo nepravilnosti kolone, ki bi jih morali opaziti skozi 
analizo kromatograma pulzne motnje. Zato smo želeli bolj eksplicitno metodo, ki smo jo 
poimenovali merjenje vezavne kapacitete na benzimidazol. 
 
Slednja metoda je zasnovana kot analog vezavni kapaciteti za človeški imunoglobulin G 
(IgG), le da v primeru benzimidazola ne spremljamo proteinskega odziva na račun 
afinitetne vezave IgG na protein A,  temveč izkoriščamo ionsko-izmenjevalni potencial 
vezave pozitivnega benzimidazola na negativno nabiti hidroksi modificiran monolit. 
Pozitivno nabitost benzimidazola dosežemo z uporabo pufra (5,5 mM ocetna kislina, pH 
4,75), na račun protonacije – vrednost pKa benzimidazola je 5,3 pri 25 °C (Kortüm in 
Andrussow, 1961). 
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Tako kot merjenje pulzne motnje tudi merjenje vezavne kapacitete na benzimidazol 
temelji izključno na uporabi kemikalij, ki niso živalskega ali rastlinskega izvora, ki so 
poceni nestrupene, hkrati pa ne spremenita nikakršnih lastnosti monolita, zato sta 
potencialno uporabni za testiranje kvalitete afinitetnih CIM mini diskov.  
 
Testiranje pulzne motnje je že bilo opisano in grafično ponazorjeno v prvem delovnem 
sklopu in ga zato ne bomo ponovno prikazali. Spodnja slika 25 pa prikazuje korelacijo 
med metodo benzimidazolne kapacitete in IgG kapacitete kot načinoma za določanje 
kvalitete vpetja monolita v nosilec. Tako na levi kot desni strani sta prikazana testiranji 
dveh istih mini diskov z volumnom 200 µl, v zgodnji (OH modifikacija, testirana z 
benzimidazolno kapaciteto) in končni fazi (protein A monolit, testiran z IgG kapaciteto). 
Opazimo skladnost obeh meritev – monolit, ki ne pušča, a ni homogen (rdeč), pri 
testiranju  hidroksi diska kaže enake lastnosti vpetja kot tudi po nadaljnjih modifikacijah 
in imobilizaciji proteina A, kjer je bilo tesnjenje ovrednoteno z merjenjem IgG kapacitete. 
Testiranje dinamične vezavne kapacitete z benzimidazolom nam poda nazorno 
kvalitativno oceno v zgodnji fazi modifikacije in ne spremeni sestave oziroma kemije 
monolita v nikakršni obliki ter nam tako omogoča nadaljnje modifikacijske procese.   
 
A      B 
 
Slika 25. Primerjava testiranj dveh 200 µl diskov na dinamično vezavno kapaciteto benzimidazola (A) ter 
IgG (B). Moder disk predstavlja idealni monolit, rdeč pa monolit s slabšim tesnenjem – nehomogen. 
Vezavna kapaciteta za benzimidazol je bila narejena v fazi hidroksi-modificiranega monolita, vezavna 
kapaciteta za IgG pa v fazi končnega produkta, torej protein A monolita. Pogoji za graf A: Koncentracija 
benzimidazola 0.068 mg/mL pri pretoku 1 mL/min. Pogoji za graf B: koncentracija IgG 0,5 mg/mL pri 
pretoku 0,5 mL/min. 
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4.4 PRIPRAVA PROTEAZE TEV 
 
Proteazo TEV smo pripravili in izolirali v laboratorijih Odseka za molekularno biologijo 
in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v dveh ponovitvah, pri katerih smo 
uporabili iste metode. Končne koncentracije proteaze TEV so bile 0,74 mg/mL (V= 4 
mL) v prvem primeru in 0,81 mg/mL (V= 7 mL) v drugem primeru izolacije.  
 




Slika 26. Izražanje TEV proteaze v transformiranih celicah seva BL21(DE3)pET28 TEV. NaDS-PAGE 
legenda: MW - velikostni standard, 1 – transformirane celice BL21(DE)pET 28 TEV pred indukcijo, 2 in 
3 – celice BL21(DE)pET 28 TEV po indukciji (indukcije v različnih erlenmajericah), puščica – lisa TEV 






















MW   1       2     3 
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4.4.2 Izolacija proteaze TEV z nikelj-afinitetno kromatografijo 
 
Z uporabo kromatografije smo iz filtriranega supernatanta liziranih celic seva 
BL21(DE3)pET 28 TEV v prvem primeru izolacije dobili 7 frakcij (skupnega volumna 
28 mL), v drugem pa 9 frakcij (18 mL) (Slika 27) v katerih je bila prisotna proteaza TEV. 
Prisotnost smo preverili z nanosom posameznih frakcij na NaDS-PAGE (Slika 28). 
Izolacija je v obeh primerih bila izvedena na enak način (razen velikosti kolone – prva 30 
mL, druga 10 mL), zato so grafični rezultati prikazani samo na primeru druge izolacije. 
   
 
Slika 27. Celotni kromatogram druge izolacije TEV proteaze z uporabo 10mL Ni-NTA kolone (levo). X-
os prikazuje volumen (mL), y-os pa absorbanco (mAu). Modra krivulja prikazuje absorbanco pri valovni 
dolžini 280 nm, zelena pa potek gradienta. Rdeče označene številke predstavljajo posamezne frakcije. 
Desno: Povečan del kromatograma v fazi elucije z označenim pasom (roza) kjer je bila prisotna proteaza 
TEV glede na rezultate analize z NaDS-PAGE elektroforeze (Slika 28). Frakcije v tem območju smo 
združili ter uporabili za nadaljnje poskuse.  
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                          MW    1      2      3        4      5        6       7       8      9      10    11 
 
Slika 28. NaDS- PAGE analiza priprave TEV proteaze (izolacija prikazana na sliki 27)). Legenda: MW – 
velikostni standard, 1 – transformirane celice BL21(DE)pET 28 TEV pred indukcijo, 2 – celice 
BL21(DE)pET 28 TEV po indukciji, 3 - nalagalna raztopina (filtriran supernatant liziranih celic seva 
BL21(DE3)pET 28 TEV, 4 – nevezana frakcija, 5,6 – frakcije ob prvotnem dvigu absorbance, 7 do10 – 
združene frakcije (označen pas na kromatogramu)  z vsebovano TEV proteazo, 11- standard TEV proteaza 
(iz prvotne izolacije). Lisa ki pripada TEV proteazi je označena s puščico.  Barvanje gela z barvilom  
SimplyBlueTM SafeStain. 
4.4.3 Dializa, koncentriranje s centrifugiranjem in določanje koncentracije  
proteaze TEV 
 
Preko nočni dializiran vzorec (združene frakcije po Ni-NTA koloni) smo koncentrirali do 
volumnov označenih v Preglednica 166, in dodali identičen volumen 100 % glicerola. 
Vzorcem smo določili koncentracijo proteinov po Beer-Lambertovem zakonu . Iz 4 L 
bakterijske kulture smo v prvem primeru s postopki izolacije pridobili približno 3 mg 
očiščene  proteaze TEV, v drugem primeru pa 6 mg. 
 
Preglednica 16. Izračun koncentracije izolirane in očiščene  proteaze TEV po dializi in po koncentriranju. 
Legenda: Absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (A280), koncentracija (c) izražena v mg/mL, volumen 
(V) izražen v mL, masa (m) izražena v mg. * vzorec redčen 7x, ** vzorec redčen 6x. 












Proteaza TEV po dializi 0,17 0,15 28,0 4,1 0,36 0,31 18,0 5,6 
Proteaza TEV po koncentriranju 0,48* 2,88 1,4 4,0 0,30** 1,56 3,6 5,6 
Proteaza TEV po dodatku 
glicerola (alikvoti) 
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4.4.4 Dodatno čiščenje proteaze TEV z gelsko izključitveno kromatografijo 
 
Gelsko izključitveno kromatografijo (SEC) smo uporabili samo v prvem primeru izolacije  
proteaze TEV, in sicer kot dodatno čiščenje izoliranega encima (Slika 29). Eluiranim 
frakcijam smo preverili čistočo z NaDS-PAGE (Slika 29). Iz gela je razvidno, da se s tem 
postopkom znebimo nekaterih manjših nečistot, ne pa tudi večjih, zato smo dodatno 
čiščenje v drugem postopku izolacije izpustili.  
 
 
Slika 29. Gelska kromatografija s kolono Superdex 75 24 mL. X-os prikazuje volumen (mL), y-os pa 
absorbanco pri valovni dolžini 280 nm (mAu). Rdeče označene številke predstavljajo posamezne frakcije, 
rdeč pas pa prikazuje združene frakcije s prisotno proteazo TEV, ki smo jo nanašali na NaDS-PAGE (Slika 
30). 
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                      kDa       MW   1      2      3      4       5      6      7       8 
 
Slika 30. Preverjanje čistosti TEV proteaze po gelski kromatografiji. Legenda: MW - velikostni standard, 
1- združene frakcije TEV proteaze po izolaciji z Ni-NTA kromatografijo, 2,3,4- frakcije pred drugim 
dvigom absorbance, 5,6,7,8 – frakcije, ki smo jih združili (rdeč pas na kromatogramu). Pri oznaki za 60 
kDa je skozi celoten gel vidna kontaminanta-le ta je prisotna zaradi kontaminiranega pufra za NaDS-PAGE 
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4.5 PRIPRAVA LISTERIOLIZINA O 
 
Listeriolizin O (LLO) smo pripravili in izolirali v laboratorijih Odseka za molekularno 
biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v dveh ponovitvah, saj nam v 
prvem primeru ni uspelo izolirati LLO, razlog za to je najverjetneje bila tvorba 
inkluzijskih telesc med fazo rasti na račun previsoke temperature. V obeh primerih smo 
uporabili iste metode. Končna koncentracija LLO je bila 0,59 mg/mL (V= 8 mL). 
 
4.5.1 Sinteza LLO v bakteriji E. coli 
 




Slika 31. Sinteza Listeriolizin O transformiranih celicah seva BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb. NaDS-
PAGE legenda: MW - velikostni standard, 1 – transformirane celice BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb pred 
indukcijo, 2 – celice BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb po indukciji, puščica – lisa Listeriolizina O. Barvanje 
gela z barvilom SimplyBlueTM SafeStain.  
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4.5.2 Izolacija LLO z nikelj-afinitetno kromatografijo 
 
Z uporabo kromatografije smo iz filtriranega supernatanta liziranih celic seva 
BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb pri spiranju s 100 % gradientom pridobili 10 frakcij 
skupnega volumna 40 mL, ki so vsebovale LLO (Slika 32). Prisotnost smo preverili z 
nanosom posameznih frakcij na NaDS-PAGE (Slika 33) 
 
          nevezana frakcija         eluat 1  eluat 2 
 
 
Slika 32. Kromatogram izolacije LLO z uporabo 9 mL Ni-NTA kolone. X-os prikazuje volumen (mL), y-
os pa absorbanco (mAu). Modra krivulja prikazuje absorbanco pri valovni dolžini 280nm, zelena pa potek 
gradienta. Označen pas (roza) predstavlja frakcije, v katerih je bil prisoten LLO, ki smo ga nanašali na 
NaDS-PAGE elektroforezo (Slika 33). Frakcije v tem območju smo združili ter uporabili za nadaljnje 
poskuse. 
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Slika 33. NaDS- PAGE analiza frakcij pri izolaciji LLO z Ni-NTA IMAC. Legenda: MW – velikostni 
standard, 1 - transformirane celice BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb pred indukcijo, 2 – celice 
BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb po indukciji, 3 – nalagalna raztopina (filtriran supernatant liziranih celic 
BL21(DE3)pLysS pPROEX Htb), 4 – nevezana frakcija, 5 in 6 – eluat 1 (spiranje s 20% gradientom-60mM 
imidazol), 7-11 – eluat 2 (spiranje s 100% gradientom -300mM imidazol),  8 do 11 – frakcije, ki so 
vsebovale LLO in smo jih združili (roza pas na sliki 32). Puščica prikazuje liso LLO. Barvanje gela z 
barvilom  SimplyBlueTM SafeStain. 
 
4.5.3 Izmenjava pufra in koncentriranje LLO 
 
Preko noči dializiran vzorec (združene frakcije po Ni-NTA koloni) smo koncentrirali ter 
mu določili koncentracijo proteinov po Beer-Lambertovem zakonu (Preglednica 17). Iz 
1 L bakterijske kulture smo s postopki izolacije pridobili približno 5 mg očiščenega LLO. 
Očiščen LLO prikazan na NaDS-PAGE (Slika 34). 
 
Preglednica 17. Izračun koncentracije izoliranega in očiščenega LLO po dializi in po koncentriranju. 
Legenda: Absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (A280), koncentracija (c) izražena v mg/mL, volumen (V) 
izražen v mL, masa (m) izražena v mg. 
Vzorec A280 c (mg/mL) V (mL)  m (mg) 
LLO po dializi 0,32 0,24 40,0 9,6 
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                                  kDa              MW      1 
 
Slika 34. NaDS-PAGE analiza z Ni-NTA kolono očiščenega Listeriolizina O.  Legenda: MW – velikostni 
standard, 1- Listeriolizin O (c=0,59mg/mL) 10x redčen. Puščica prikazuje liso LLO. Barvanje gela s 
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4.6 VEZAVA PROTEAZE TEV NA CIM MINI DISK 
 
Kovalentna vezava proteaze TEV na različno aktivirane (CDI ali aldehid) monolitne mini 
diske je potekala z enkratnim ali večkratnim prečrpanjem proteaze TEV v ustreznem 
imobilizacijskem pufru, preko vzpostavitve kovalentne peptidne vezi med proteazo in  
monolitom.  
 
4.6.1 Vezava na CDI in aldehidno aktiviran mini disk volumna 100µL 
 
Prvotno smo načrtovali imobilizacijo 2,84 mg proteaze TEV za vsako modifikacijo 
monolitnih mini diskov. Ker se nam je ob koncentriranju aldehidne nanašalne raztopine 
v pufru z vrednostjo pH 5,6 le-ta oborila, smo nadaljevali le s polovično količino, ki smo 
jo razdelili in uporabili za oba mini diska. Po pripravi delovne imobilizacijske raztopine 
za CDI aktivirano mini disk (v nadaljevanju: imobilizacijska raztopina 1) in delovne 
imobilizacijske raztopine za aldehidno modificirano mini disk (v nadaljevanju: 
imobilizacijska raztopina 2) smo na mini disku volumna 100 µL kovalentno vezali 0,56 
mg (77 % izkoristek)  proteaze TEV v primeru CDI aktivacije in 0,42 mg (45 % 
izkoristek) v primeru aldehidne modifikacije. 
 
                                                     kDa      MW    1       2      3        4 
 
Slika 35. NaDS-PAGE analiza imobilizacijskih raztopin za CDI aktivirane in aldehidno modificirane CIM 
mini diske volumna 100µL. Legenda: MW-velikostni standard, 1 – izolirana proteaza TEV (standard), 2 – 
koncentrirana in prepufrana imobilizacijska raztopina za CDI aktiviran mini disk (izhodna raztopina za 
nadaljnji nanašalni imobilizacijski raztopini), 3 – delovna imobilizacijska raztopina za aldehidno 
modificiran mini disk (raztopina 2), 4 – delovna imobilizacijska raztopina za CDI aktiviran mini disk 
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Iz Preglednice 18 razberemo, da smo v primeru imobilizacijske raztopine 1, v združenih 
frakcijah po prečrpanju izgubili 0,17 mg  proteaze TEV, torej se je 0,56 mg vezalo na 
CIM mini disk, kar v primerjavi z izhodno nanašalno vrednostjo (0,73 mg) predstavlja 77 
% uspešnost. Pri imobilizacijski raztopini 2 smo vezali zgolj 0,42 mg (0,94 mg – 0,52 
mg), kar predstavlja 44 % uspešnost glede na izhodno nanašalno raztopino. 
 
Preglednica 18. Masna bilanca imobilizacije proteaze TEV na CIM mini diske volumna 100µL. Legenda: 
Absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (A280), koncentracija (c) izražena v mg/mL, volumen (V) izražen v 



























A280 0,94 0,87 0,21 0,05 0,78 0,43 
c (mg/mL) 0,81 0,75 0,18 0,04 0,67 0,37 






2,84 1,72 0,73 0,17 0,94 0,52 
 
4.6.2 Vezava proteaze TEV na CIM CDI aktiviran mini disk volumna 50 µL 
 
V primeru imobilizacije proteaze TEV na CIM CDI aktiviranem mini disku volumna 50 
µL smo za izhodišče raztopili 0,5 mg  proteaze TEV bodisi v fosfatnem pufru 1 brez 
dodatne soli (50 mM NaH2PO4, pH 7,5) (v nadaljevanju: prvi primer imobilizacije), 
bodisi v fosfatnem pufru 3 s soljo (50 mM NaH2PO4, 0,5 M Na2SO4, pH 7,5 ) (v 
nadaljevanju: drugi primer imobilizacije).  
 
Na mini disku smo v drugem primeru imobilizacije uspeli skupno imobilizirati 0,24 mg 
od izhodnih 0,5 mg (52 % izkoristek) (Pregledica 19), v prvem primeru pa so rezultati 
zavajajoči, saj se je imobilizacijska raztopina brez soli čez noč oborila in s tem podala 
višje rezultate absorbcije.  
 
S Slike 36 lahko razberemo, da dodatek soli v drugem primeru imobilizacije poveča 
stopnjo vezave proteina na CDI ročice na monolitu. V primeru vzorca 3 (enkratno 
prečrpan 1 mL imobilizacijske raztopine) se celotna proteaza TEV veže, zato TEV ni 
vidna na gelu. Njena koncentracija naraste šele proti zadnjim frakcijam (po prečrpanih 5 
mL imobilizacijske raztopine) – vzorec 4, kjer jo tudi opazimo na gelu. Pri prvem primeru 
vezave (brez soli), opazimo, da je kljub daljšemu kontaktnemu času (10- kratno  prečpanje 
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1 mL imobilizacijske raztopine skozi monolit)  proteaza TEV že prisotna in se ne veže v 
celoti - vzorec 5. 
 
Dodatek soli v vezavnem pufru spremeni nativno konformacijo proteina, ki na račun 
induciranih hidrofobnih delov proteina izboljša interakcijo s stacionarno fazo in s tem 
omogoča koncentriranje proteina ob površini monoliti, kar posledično vodi v večjo 
gostoto vezanega liganda (Wheatley in Schmid Jr., 1999). 
 
                     kDa           MW      1       2          3           4         5     6 
 
Slika 36. NaDS-PAGE analiza imobilizacijskih raztopin za CDI aktivirane CIM mini diske volumna 50µL. 
Legenda: MW – velikostni standard, 1 - nanašalna imobilizacijska raztopina s soljo (drugi primer 
imobilizacije), 2 - nanašalna imobilizacijska raztopina brez dodane soli (prvi primer imobilizacije), 3 – 
enkraten prehod (1mL) imobilizacijske raztopine  s soljo čez mini disk, 4 – 10x prečrpane zadnje tri 
združene frakcije imobilizacijske raztopine s soljo, 5 – 10-krat prečrpana imobilizacijska raztopina brez 
soli (1mL) čez mini disk, 6 – prečrpana preko nočna frakcija imobilizacijske raztopine v prvem primeru 
imobilizacije. Barvanje gela s srebrovim nitratom (Plus One Silver staining kit). 
 
Preglednica 19 potrjuje, da smo v obeh primerih celokupno razpolagali s po vsakič 0,5 
mg proteaze TEV raztopljene v ustreznem pufru. V primeru imobilizacijske raztopine 
brez soli (prvi primer), je masna bilanca združenih frakcij po prečrpavanjih presegala 
začetno vrednost, kar onemogoča določitev izkoristka imobilizacije. V drugem primeru 
imobilizacije, kjer smo uporabili dodatek soli, pa v združenih frakcijah po prečrpanju 
preostane skupno 0,26 mg proteaze TEV, torej se je 0,24 mg  vezalo na CIM mini disk, 
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Preglednica 19. Masna bilanca imobilizacije  proteaze TEV na CIM CDI minkolone volumna  50 µL. 
Legenda: Absorbanca pri valovni dolžini 280 nm (A280), koncentracija (c) izražena v mg/mL, volumen (V) 





soli (prvi primer) 
združene frakcije po prečrpanju s 
nanašalno imobilizacijsko 
raztopino brez soli 
nanašalna 
imobilizacijska 
raztopina s soljo 
(drugi primer) 
združene frakcije po prečrpanju s 
nanašalno imobilizacijsko 
raztopino s soljo 
A280 0,10 0,24 0,10 0,05 
c (mg/mL) 0,09 0,21 0,08 0,04 




0,52 1,24 0,50 0,26 
 
4.6.3 Vezava  proteaze TEV na CIM aldehidno aktiviran mini disk volumna 50 µL 
 
V primeru imobilizacije  proteaze TEV na CIM aldehidno aktiviranem mini disku 
volumna 50 µL smo za izhodišče izmenjali 0,25 mg  proteaze TEV v fosfatni pufer 4 (100 
mM NaH2PO4, pH 7,2). Pri izmenjavi pufra s pomočjo PD Minitrap G-25 kolone smo 
opazili 43% izgubo proteina (določeno z merjenjem absorbance frakcij pred in po 
izmenjavi pufra na UV spektrofotometru, ter vpeljavo Beer-Lambertovega zakona). 
 
Glede na meritev frakcij na UV spektrometru, smo na mini diske le delno uspeli vezati  
proteazo TEV (skupno 0,02 mg od izhodnih 0,09 mg, kar predstavlja zgolj 22% 
izkoristek). Ta rezultat ne sovpada z rezultati NaDS-PAGE (Slika 37), kjer je razvidna 
popolna vezava v primeru cikličnega prečrpavanja. Zaradi majhnih absorbanc, ki so na 
meji z detekcijo, ne moramo popolnoma trditi koliko  proteaze TEV se je zares vezalo, 
vendar lahko na podlagi ugotovitev (Naldi in sod., 2017) in NaDS-PAGE, predvidevamo 
da se je vezala vsa  proteaza TEV. 
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S Slike 37 lahko razberemo, da ne prihaja do izgub  proteaze TEV pri prečrpanju čez 
prazno ohišje na račun  nespecifičnih adsorpcij. Ob enkratnem prečrpanju 150 ul (skupno 
0,018 mg) skozi monolit se večina proteaze TEV veže (0,01 mg, kar predstavlja 57% 
izkoristek), preostala pa se v celoti veže po večkratnem prečrpanju (ciklanju) 
imobilizacijske nanašalne raztopine na mini disku. (Slika 37, vzorec 7). Izkoristki 
določeni na podlagi spektometričnih meritev posamičnih frakcij tekom imobilizacije. 
 
                      kDa      MW    1      2        3       4        5       6         7   
 
Slika 37. NaDS-PAGE analiza imobilizacijskih raztopin za aldehidno aktiviran CIM mini disk volumna 50 
µL. Legenda: MW – velikostni standard, 1 -  izhodna TEV proteaza (c=0,5 mg/mL, 10-krat redčena), 2 – 
izhodni DARPin (c=5,37 mg/mL, 10-krat redčen), 3 – prepufrana TEV proteaza v fosfatnem pufru, 4 –
delovna imobilizacijska raztopine 5 – frakcija prečrpane delovne imobilizacijske raztopine čez prazno 
ohišje, 6 – frakcija enkrat prečrpane delovne imobilizacijske raztopine čez mini disk , 7 –  prečrpana 
prekonočna frakcija nanašalne imobilizacijske raztopine. Barvanje gela s srebrovim nitratom (Plus One 
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4.7 ENCIMSKO ODCEPLJANJE POLIHISTIDINSKEGA REPKA 
LISTERIOLIZINA O NA CIM MINI DISKU Z VEZANO PROTEAZO TEV 
 
4.7.1 Cepitev His-repka LLO na mini disku volumna 100 µL 
 
Na mini disku velikostnega razreda 100 µL je bila predhodno že testirana cepitev His-
repka LLO, kjer smo LLO enkrat prečrpali preko kolone. Za omenjeni LLO se je kasneje 
izkazalo, da nima vstavljenega prepoznavnega cepitvenega mesta za proteazo TEV, zato 
smo ta del poskusov izpustili iz magistrskega dela. Ker je v člankih opisana uspešna 
ponovna uporaba encimskega reaktorja (Puhl in sod., 2009), smo v drugem poskusu na 
istih kolonah testirali cepitev s prečrpavanjem (daljši kontaktni čas med encimom in 
substratom). Kljub prečrpavanju ni bila zaznana nikakršna cepitev LLO His-repka, ne v 
primeru CDI niti aldehidne modifikacije. Naša hipoteza za prvo neuspešno cepitev, kljub 
prečrpavanju, je bila izguba encimske aktivnosti proteaze TEV. V primeru uporabe CDI 
modificiranega diska opazimo liso proteinov od 50 kDa-27 kDa, ki ni prisotna v nanašalni 
raztopini. Lisa je lahko posledica hidrolize LLO (degradacija proteina, ne pa cepitev His-
repka), saj je opazna zmanjšana koncentracija LLO v posamičnih frakcijah, glede na 
izhodiščno nanašalno raztopino (Slika 38, puščica). 
 
                           kD MW    1     2       3      4       5     6       7      8       9 
 
Slika 38. NaDS-PAGE analiza uspešnosti cepitve His-repka LLO na CIM mini diskih volumna 100 µL. 
Legenda: MW – velikostni standard, 1 – nanašalna raztopina LLO (koncentracije 0,59 mg/mL v 
aktivacijskem pufru za TEV), 2 - CIM aldehidno modificiran mini disk volumna 100 µL z imobiliziramo 
TEV proteazo (CIM-ald-TEV) po prečrpanih sto kolonskih volumnih (100 VK) z nanašalno LLO raztopino, 
3 – CIM-ald-TEV po 190 VK, 4 – CIM-ald-TEV po 270 VK, 5 – CIM-ald-TEV po 340 VK, 6- CIM CDI 
aktivirana kolona volumna 100 µL z imobiliziramo TEV proteazo (CIM-CDI-TEV) po prečrpanih sto 
kolonskih volumnih (100 VK) z nanašalno LLO raztopino, 7 – CIM-CDI-TEV po 190 VK, 8 – CIM-CDI-
TEV po 270 VK, 9 – CIM-CDI-TEV po 340 VK. S puščico označen LLO pri velikosti 60kDa in lisa 
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4.7.2 Cepitev His-repka LLO na mini diskih volumna 50µL 
 
Zaradi hipoteze popolne izgube encimske aktivnosti imobilizirane proteaze TEV na 
100µL mini diskih smo pripravili nove CDI mini diske volumna 50µL z imobilizirano 
proteazo TEV. Kljub dobrim izkoristkom vezave proteaze TEV nismo opazili encimske 
cepitve na nobenem izmed pripravljenih encimskih reaktorjev . 
 
Iz Slike 39 je dodatno razvidno, da prihaja bodisi do nespecifične vezave LLO na mini 
disku, bodisi razpada proteina (hidrolize) na koloni.  Koncentracija LLO se znatno 
zmanjša v frakcijah ob različnem času glede na tisto v nanašalni raztopini (puščica). Lisa 
proteinov od 50 kDa-27 kDa, ki ni prisotna v nanašalni raztopini ponovno nakazuje na 
morebiten razpad LLO proteina na CDI modificirani koloni. Ker tudi v drugem poskusu 
cepitve LLO, nismo bili uspešni, smo posumili na premajhno količino vezanega encima 
TEV na mini disk glede na substrat (LLO). Da smo se prepričali v aktivnost encima 
samega in optimalno razmerje encim:substrat, smo opravili pozitivno kontrolo s cepitvijo 
v raztopini. 
 
               kDa        MW    1        2         3       4        5       6        7       8       9       10     11 
 
Slika 39. NaDS-PAGE analiza uspešnosti cepitve His-repka LLO na CIM mini disku volumna  50 µL. 
Legenda: MW – velikostni standard, 1 – nanašalna raztopina (LLO koncentracije 0,59 mg/mL v 
aktivacijskem pufru za TEV), 2 - CIM  CDI aktiviran mini disk volumna 50 µL z imobiliziramo TEV 
proteazo (imobilizacija s soljo Na2SO4)  po 30 minutni inkubaciji z nanašalno encimsko raztopino, 3- CIM-
CDI-TEV- Na2SO4  po 1 h, 4- CIM-CDI-TEV- Na2SO4  po 2 h, 5- CIM-CDI-TEV- Na2SO4  po 3 h, 6- 
CIM-CDI-TEV- Na2SO4  spiranje s pufrom (50 mM Tris-HCl, pH 7,4), 7 - CIM CDI aktiviran mini disk 
volumna 50 µL z imobiliziramo TEV proteazo (imobilizacija brez soli)  po 30 minutni inkubaciji z 
nanašalno LLO raztopino, 8- CIM-CDI-TEV po 1 h, 9- CIM-CDI-TEV po 2 h, 10- CIM-CDI-TEV  po 3 
h, 11- CIM-CDI-TEV spiranje s pufrom (50 mM Tris-HCl, pH 7,4). Barvanje gela z barvilom  
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4.7.3 Pozitivna kontrola 
 
Zaradi neuspešnosti encimskega cepljenja His-repka na kolonah smo opravili pozitivno 
kontrolo, pri čemer je encimska reakcija (substrat + encim) potekala v raztopini. Iz Slike 
40 je razvidno, da ne prihaja do cepitve v nobenem izmed primerov razmerij TEV:LLO 
(1:1, 1:5,1:10), kar najverjetneje nakazuje na neaktivnost izhodne izolirane proteaze TEV. 
Neaktivnost proteaze TEV je bila v nekaterih primerih, po postopku priprave in izolacije 
kot smo jo uporabili v magistrskem delu, potrjena tudi s strani Kemijskega inštituta. 
 
                  kDa      MW   1       2       3       4        5     
 
Slika 40 NaDS-PAGE analiza pozitivne kontrole encimatskega rezanja His-repka LLO s  proteazo TEV v 
raztopini. Legenda: MW – velikostni standard,  1 - izolirana TEV proteaza  (c=0,81mg/mL) 10x redčena, 
2 – izoliran Listeriolizin O (c=0,59mg/mL) 10x redčen, 3 – TEV:LLO v razmerju 1:1 (10x redčen), 4 – 
TEV:LLO v razmerju 1:5 (10x redčen), 5 - TEV:LLO v razmerju 1:10 (10x redčen). S puščico označen 
LLO pri velikosti 60kDa in proteza TEV pri velikosti 27kDa. Barvanje gela s srebrovim nitratom (Plus One 























Žigon, R. Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot za afinitetno izolacijo bioloških makromolekul … encimskih reaktorjev.   
  Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
85 
 
4.8 ENCIMSKO ODCEPLJANJE POLIHISTIDINSKEGA REPKA DARPina NA 
ALDEHIDNEM MINI DISKU CIM Z IMOBILIZIRANO  PROTEAZO TEV 
 
Zaradi neuspešne cepitve His-repka z LLO, na račun neaktivnosti  proteaze TEV smo s 
strani Kemijskega inštituta prejeli že izolirano in preverjeno aktivno proteazo TEV. 
Hkrati smo prejeli tudi nov substrat z vezanim His-repkom (DARPin). 
 
4.8.1 Pozitivna kontrola 
 
V izogib neuspelim poskusom cepitev na koloni smo sprva testirali pozitivno kontrolo s 
cepitvijo His-repka DARPina s proteazo TEV v raztopini (Slika 41). Le ta prikazuje 
uspešno cepitev His-repka s DARPina v vseh treh koncentracijskih razmerjih (1:50, 1:30 
in 1:10). V vseh frakcijah je vidna  proteaza TEV, in po proteinski masi manjši produkt 
(DARPin), ki je posledica uspešne cepitve histidinskega repka.     
 
        kDa        MW      1       2       3      4       5    
 
Slika 41. NaDS-PAGE analiza pozitivne kontrole encimatskega rezanja His-repka  DARPina s TEV 
proteazo v raztopini. Legenda: MW- standard molekulskih mas, 1 – TEV : DARPin v razmerju 1:10, 2 – 
TEV : DARPin v razmerju 1:30, 3 – TEV : DARPin v razmerju 1:50, 4 – izhoden DARPin (c=5,37 mg/mL, 
10-krat redčen), 5 – izhodna TEV proteaza (c=0,5 mg/mL, 10-krat redčena). S puščico označena proteaza 
TEV (27kDa), DARPin s histidinskim podaljškom (~18kDa) in DARPin z odcepljenim histidinskim 
podaljškom (~16kDa). Barvanje gela s srebrovim nitratom (Plus One Silver staining kit).   
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4.8.2 Cepitev His-repka DARPina na mini disku volumna 50µL 
 
4.8.2.1 Cepitev z ročnim prečrpavanjem preko brizg 
 
Cepitev His-repka DARPina je v prvi meri potekala s prečrpavanjem 5-krat redčenega 
DARPina (0,54 mg) v fosfatnem pufru 4 (100 mM NaH2PO4, pH 7,2), z uporabo dveh 
brizg, s cikličnim prečrpavanjem skozi monolit. Tekom encimskega rezanja se  proteaza 
TEV ni desorbirala s stacionarne faze, kot razvidno iz NaDS-PAGE gela (Slika 42). V 
nasprotju s pričakovanji ni bilo zaznati cepitve His-taga z DARPina v nobeni izmed opcij 
(enkrat prečrpano, 30 min – 2 uri) (Slika 42). Zaradi hipoteze, da je za neuspešno cepitev 
odgovoren prekratek kontaktni čas med substratom in encimom, smo poskus ponovili z 
vpeljavo cikličnega nalaganja preko HPLC sistema.   
 
          kDa      MW   1          2          3           4           5         6        7    
 
Slika 42. NaDS-PAGE analiza uspešnosti cepitve His-repka DARPina na CIM mini disku volumna  50 µL. 
Legenda: MW – velikostni standard, 1 – izhodna TEV proteaza (10x redčena),  2 – izhodni r-protein 
DARPin (10x redčen),  , 3- nanašalna raztopina (0,54 mg DARPin v fosfatnem pufru 4), 4- enkrat prečrpana 
nanašalna raztopina, 5- prečrpana nanašalna raztopina po 30 min, 6 – prečrpana nanašalna raztopina po 1 
h, 7 – prečrpana raztopina po 2 h. S puščico označena proteaza TEV (27kDa), DARPin s histidinskim 
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4.8.2.2 Cepitev s cikličnim nalaganjem preko sistema HPLC 
 
Zaradi neuspešne cepitve His-repka DARPina, s prečrpavanjem preko brizg, smo cepitev 
ponovili s stalnim prečrpavanjem s pomočjo HPLC sistema pri hitrosti 1 mL/min. S tem 
smo izničili možnost morebitnega prekratkega kontaktnega časa med encimom 
substratom. Prav tako smo DARPin s His-repkom, tokrat raztopili v aktivacijskem pufru 
za proteazo TEV (0,1 M NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,4) in ne v fosfatnem 
pufru 4.  
 
Ponovno, tudi pri primeru preko nočne cepitve, ni opaznega nikakršnega pozitivnega 
rezultata cepitve His-repka. Iz Slike 43, lahko razberemo da se tekom encimske cepitve 
na koloni,  proteaza TEV ne spira in ostaja imobilizirana na koloni.  
 
                 kDa         MW   1      2           3           4               5        
 
Slika 43. NaDS-PAGE analiza uspešnosti cepitve His-repka DARPina na CIM mini disku volumna  50 µL 
s cikličnim nalaganjem preko HPLC sistema. Legenda: MW – velikostni standard, 1 – izhodna TEV 
proteaza (10x redčena),  2 – izhodni r-protein DARPin (10x redčen), 3- nanašalna raztopina (0,54 mg 
DARPin v aktivacijskem pufru za TEV proteazo (0,1 M NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,4), 
4- nanašalna raztopina po 1,5h prečrpavanja, 5 – nanašalna raztopina po preko nočnem (16h) prečrpavanju. 
S puščico označena proteaza TEV (27kDa), DARPin s histidinskim podaljškom (~18kDa). Barvanje gela s 
srebrovim nitratom (Plus One Silver staining kit).  
Proteaza  
TEV 
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Iz rezultatov ki so jih predstavili (Naldi in sod., 2017), bi kljub majhnem izkoristku 
uspešnosti imobilizacije proteaze TEV na CIM  mini disk, pričakovali uspešno cepitev na 
koloni že v primeru enkratnega ali nekajkratnega prečrpanja substrata, ki je bil v 
približnem razmerju 1:50, upoštevajoč izkoristke imobilizacije. Ker je pozitivna kontrola 
pokazala uspešno cepitev pri različnih razmerjih, lahko sklepamo, da v primeru 
imobilizacije proteaze TEV prihaja do ireverzibilne kovalentne vezave (nastanka 
Schiffove baze) med prostimi amino skupinami in stacionarno fazo blizu mesta vezavne 
domene za substrat. S tem povzročimo neaktivnost proteaze TEV, na račun nedostopnosti 
vezavnega in prepoznavnega mesta za substrat.  
 
Kristalna struktura proteaze TEV (Priloga F), nam pokaže, da je na površini proteina 
prosto dostopnih 12 lizinskih (Lys) in 2 cisteinska (Cys) ostanka. Ti omogočajo 
imobilizacijo preko amino skupin (vezava na Lys), ali preko tiolnih skupin (vezava na 
Cys). Na primeru cisteinskih ostankov, sta le ta locirana proč od vezavnega mesta za 
substrat, za razliko od lizinskih, ki so razporejeni po celotni površini proteina, nekateri v 
neposredni bližini vezavnega mesta za substrat. 
 
Ker pri imobilizaciji proteaze TEV preko Schiffove baze pride do vezave na lizinske 
ostanke, lahko takšna razporeditev povzroči večkratno vezavo encima na različne 
aldehidne ostanke, kar spremeni konformacijo proteina, in rezultira v slabši aktivnosti ali 
izgubi aktivnosti. Vezava na neposredne lizinske ostanke ob vezavnem mestu za substrat 
pa onemogoča dostop substrata v aktivno mesto.  
 
Nadaljnje raziskave bi lahko potekale v smeri imobilizacije proteaze TEV z aldehidno 
ročico (uporaba glutaraldehida pri modifikaciji stacionarne faze), ki bi odmaknil encim 
dlje od stacionarne faze in s tem morda sprostil dostopnost vezavne domene za substrata. 
Raziskava Puhl in sodelavcev, 2009) je pokazala da kljub uporabi ročice prihaja do 
slabših in nepopolnih cepljenj v primerjavi z imobilizacijo na cisteinske ostanke, ki so za 
razliko od lizinskih oddaljeni dlje od vezavnega mesta za substrat. Do podobnih 
ugotovitev je prišla tudi predhodna raziskava (Turkova, 1999). 
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 Razvit je prototip cenovno ugodne monolitne kromatografske kolone majhnega 
volumna (mini diski) s povprečnim premerom por 2,1 µm, ki odraža primerljive 
lastnosti kot večji predstavniki linje monolitnih kolon CIMmultus™. 
 
 Mini disk je modularen in optimiran za volumne 50 µL, 100 µL in 200 µL ter 
omogoča uporabo na tako sistemih FPLC/HPLC kot tudi ročno z uporabo 
brizg/injekcij. 
 
 Velikost, majhen povratni tlak in modularnost novih kolon omogoča uporabo v 
raznih visoko zmogljivostnih procesih (ang. High throughput (HTP)) . 
 
 Priprava monolitov za mini diske izhaja iz že vzpostavljenih tehnoloških procesov 
polimerizacije (kalup za 96-ploščice, analitske kolone, odpadni kosi iz 
proizvodnje velikih industrijskih monolitov).  
 
 Dosežena je dobra ponovljivost pri pripravi kolon – največja relativna standardna 
deviacija pri testiranju dinamične vezavne kapacitete, upoštevajoč optimizacijo 
50 µl diskov, je 7,6% pri kolonah volumna 200 µL. 
 
Uspešno smo pripravili in okarakterizirali mini diske, kjer smo kot afinitetni 
ligand kovalentno vezali rekombinantni protein A.  
 
 Optimirana je vezava afinitetnega liganda in testiranje procesa afinitetne 
monolitne kromatografije na račun vpeljave predhodnega kvalitativnega testiranja 
puščanja in homogenosti v fazi hidroksi modifikacije monolita (razvita in delno 
validirana nova testna metoda, ki temelji na merjenju benzimidazolne kapacitete). 
 
 Encim proteazo TEV in rekombinantni protein Listeriolizin O smo pridobili z 
induciranim izražanjem genov za rekombinantni protein v bakteriji E. coli ter ju 
izolirali z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. 
 
 Na aldehidno ter karbonildiimidazolno (CDI) aktivirane monolitne mini diske 
smo uspešno kovalentno vezali proteazo TEV. 
 
 Glede na neuspešnost cepitve His-repkov tako z LLO kot DARPina sklepamo, da 
vezava proteaze TEV na monolitni mini disk spremeni njeno nativno 
konformacijo, oziroma se veže na predelu, kjer je vezavno mesto za substrat, kar 
rezultira v popolni izgubi encimske aktivnosti. 
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Afinitetna kromatografija je tehnika tekočinske kromatografije, ki omogoča specifično in 
reverzibilno vezavo komplementarnih substanc, ter od vseh kromatografskih metod daje 
najvišjo čistoto produkta že z enim samim korakom čiščenja. Priprava afinitetne kolone 
z izbranimi ligandi predstavlja visoke stroške in končno ceno kolone, kar v veliki meri 
odvrne uporabnika od uporabe take kolone pri razvoju procesa čiščenja bioloških 
molekul. 
 
V magistrskem delu smo uspešno razvili kromatografske kolone majhnih volumnov (v 
nadaljevanju mini diski), optimiranih za afinitetno kromatografijo, pri čemer smo sledili 
nižanju stroškov izdelave in posledično končni ceni produkta. S tem lahko stranki 
omogočimo presejalne (ang. screening) in diagnostične kromatografske teste na 
monolitnih kolonah po nizki ceni.  
 
Minimizacija stroškov izdelave smo dosegli z razvojem ohišja kromatografske kolone in 
optimizaciji priprave kolon v obliki mini diska, pri čemer je izvor monolita sledil že 
obstoječim tehnološkim procesom. 
 
Razvito je bilo 3-delno ohišje iz polioksimetilena kopolimera (POM-C), ki omogoča 
uporabo mini diskov treh različnih velikostnih razredov (50 µL, 100 µL in 200µL). 
Optimizacija ohišja je sledila manjšanju mrtvega volumna in odpravi nespecifičnih 
adsorbcij bioloških molekul na kromatografske frite. Razvito ohišje omogoča uporabo 
tudi brez HPLC/FPLC sistemov, z ročnim prečrpavanjem preko brizg, kar predstavlja 
uporabnost širši množici uporabnikov za izvedbo preliminarnih vezavno-elucijskih (ang. 
bind-elute) in neveznih (ang. flowthrough) testov.   
 
Dokaz uspešne priprave afinitetnih mini diskov smo dosegli z uspešno imobilizacijo r-
proteina A na stacionarno fazo. S predhodno kvalitativno karakterizacijo mini diskov 
(testiranje puščanja in homogenosti) v fazi hidroksi modifikacije monolita, smo dosegli 
optimizacijo imobilizacije in celotnega procesa monolitne afinitetne kromatografije. 
 
Končna aplikacija, ki smo jo želeli pripraviti, je bila razvoj imobiliziranega encimskega 
reaktorja, in sicer smo na mini diske vezali iz bakterije E. coli izolirano proteazo TEV. 
Po vezavi na različno aktivirane mini diske (karbonil diimidazol (CDI) in aldehidne 
skupine) smo poskušali ovrednotiti njeno encimsko aktivnost preko specifične cepitve 
afinitetnih podaljškov (His-repkov) rekombinantnih proteinov, tako da smo raztopine 
rekombinantnih proteinov (LLO in DARPin) ciklali preko pripravljenih encimskih 
reaktorjev. 
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Cepitve afinitetnih podaljškov pri rekombinantnih proteinih z uporabo encimskih 
reaktorjev nismo dosegli v nobenem primeru, kljub dokazani encimski aktivnosti 
proteaze TEV v raztopini. Razlog neuspešne cepitve afinitetnega podaljška 
rekombinatnih proteinov lahko razložimo z posredno izgubo encimske aktivnosti 
proteaze TEV ob kovalentni vezavi na monolitno kromatografsko enoto. Izguba encimske 
aktivnosti je posledica bodisi konfomacijskih sprememb, ki nastanejo ob vezavi, bodisi 
kovaletne vezave v področju vezavnega mesta za substrat. Za dosego uspešnosti cepitve, 
bi bila potrebna nadalnja raziskovanja v smeri optimizacije imobilizacije (vezava encima 
z uporabo aldehidne ročice, ali disulfidna kovalenta vezava preko tiolnih skupin 
cisteinskih ostankov) ter testiranje aktivnosti encima v različnih imobilizacijskih pufrskih 
raztopinah.    
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Odpornost umetnih mas na določene kemikalije (povzeto po GEHR, 2017) 
 




















Ocetna kislina 100 + + 0 - + 0 + 0 
Aceton 100 +  + 0 + 0 + 0 
Klorovodikova 
kislina 10 + + - - + + + + 
Klorovodikova 
kislina 100 + 0 - - + + + + 
Žveplova kislina 96 - - - - - - 0 - 
Natrijev hidroksid 15 + + + 0 + + + + 
Natrijev hidroksid 60 + + 0 - + + + + 
Etanol 96 + + + 0 + + + + 
Legenda: + odporno, - ni odporno, 0 delno odporno 
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Rezultati statistične analize z Anova testom 
 
Anova: Single Factor      
        
SUMMARY       
Groups Count Sum Average 
Varian
ce    




5 0,059    
KALUP ZA ANALITSKE KOLONE  4 32,21 8,0525 0,041    
REZANJE MONOLITOV VEČJIH 
VOLUMNOV 4 29,553 7,38825 0,067    
        
        
ANOVA        
Source of Variation SS df MS F 
P-














15     
        
Total 
4,4217
94 11          
  
Žigon, R. Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot za afinitetno izolacijo bioloških makromolekul … encimskih reaktorjev.   




 Rezultati t-testa med povprečji IgG kapacitete pri monolitih iz kalupa za 96- ploščice in 
iz kalupa za analitske kolone 
 
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal 
Variances   




KALUP ZA ANALITSKE 
KOLONE 
Mean 6,653125 8,0525 
Variance 0,058556771 0,041438333 
Observations 4 4 
Hypothesized Mean Difference 0  
df 6  
t Stat -8,85064126  
P(T<=t) one-tail 5,78375E-05  
t Critical one-tail 1,943180281  
P(T<=t) two-tail 0,000115675  
t Critical two-tail 2,446911851   
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Rezultati t-testa med povprečji IgG kapacitete pri monolitih iz kalupa za 96-ploščice in 
iz rezanja monolitov večjih volumnov 
 
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal 
Variances   




REZANJE MONOLITOV VEČJIH 
VOLUMNOV 
Mean 6,653125 7,38825 
Variance 0,058557 0,067319542 
Observations 4 4 
Hypothesized Mean Difference 0  
df 6  
t Stat -4,14399  
P(T<=t) one-tail 0,003026  
t Critical one-tail 1,94318  
P(T<=t) two-tail 0,006052  
t Critical two-tail 2,446912   
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Rezultati t-testa med povprečji IgG kapacitete pri monolitih iz kalupa za  analitske 
kolone in iz rezanih monolitov večjih volumnov 
 
t-Test: Two-Sample Assuming Unequal 
Variances   
   
  
KALUP ZA ANALITSKE 
KOLONE 
REZANJE MONOLITOV VEČJIH 
VOLUMNOV 
Mean 8,0525 7,38825 
Variance 0,041438 0,06732 
Observations 4 4 
Hypothesized Mean Difference 0  
df 6  
t Stat 4,028387  
P(T<=t) one-tail 0,003446  
t Critical one-tail 1,94318  
P(T<=t) two-tail 0,006893  
t Critical two-tail 2,446912   
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Kristalna struktura proteaze TEV 
 
Priloga F. Kristalna struktura (PDB-ID koda: 1LVM in 1LVB) TEV proteaze s prikazanimi lizinskimi 
ostanki (A) in cisteinskimi ostanki (B). iz slike je razvidna bližina lizinskih ostankov (Lys-215, Lys-220, 
Lys-141 in Lys-147, označeni modro) ob vezavnem mestu za substrat (S-rdeče). Sekvenca proteina 
prikazuje vse lizinske  (vseh 14, na površini dostopnih 12)  in cisteinske (vseh 4, na površini dostopnih 2)  
ostanke v odebeljeni pisavi. (Puhl in sod., 2009: 11) 
 
  
Žigon, R. Razvoj majhnih monolitnih kromatografskih enot za afinitetno izolacijo bioloških makromolekul … encimskih reaktorjev.   





Na prvem mestu bi svojo zahvalo namenil somentorju dr. Urhu Černigoju, za 
potrpežljivost, stalno razpoložljivost, vse napotke, poglede in ideje, ter vse znanje, ki mi 
ga je dobrovoljno  posredoval, ter me predstavil in seznanil z nadvse zanimivim svetom 
kromatografije. 
 
Zahvaljujem se Viktorju Zalokarju, dr. Jani Vidič, dr. Levu Matohu, Marjanu Nabergoju, 
Roku Vidicu, in ostalim iz oddelka razvoja in tehnologije ter proizvodnje za vse nasvete 
in tehnično podporo pri oblikovanju mini diskov. 
 
Zahvaljujem sem direktorju dr. Alešu Štrancarju in podjetju BIA Separations d.o.o., ki 
mi je omogočilo eksperimentalno opravljanje dela. Rad bi se zahvalil tudi vsem 
zaposlenim, ki so me prijazno vključili v tim, me motivirali in pomagali pri nastajanju 
magistrskega dela.  
 
Zahvaljujem se tudi mentorici dr. Marjetki Podobnik, da sem lahko opravljal magistrsko 
delo v laboratoriju za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem 
inštitutu. Hvaležen sem vam za sprejeto mentorstvo, vso posredovanje znanja, 
razpoložljivost in odzivnost pri izdelavi magistrskega dela. 
 
Naslednja zahvala gre osebju na Kemijskem inštitutu, ki so me vodili pri delu, hvala 
Tomažu Švigelju in Tei Tomšič. 
 
Hvala recenzentu doc. dr. Mateju Butali za hiter in natančen pregled magistrskega dela.  
 
Posebna zahvala gre seveda tudi mojima staršema mami Karmen in očetu Aleksandru, ki 
sta mi omogočila študij in sta me na moji študijski poti brezpogojno podpirala, spodbujala  
in nista nikdar dvomila v moj uspeh.  
 
Hvala tudi sestri Sabini, za vso pomoč pri slogovnem in jezikovnem oblikovanju dela. 
 
Posebna zahvala gre punci Nini, ki me je potrpežljivo spodbujala, me motivirala s 
sočasnim pisanjem najinih magistrskih nalog in mi stala ob strani, ko sem to najbolj 
potreboval.  
 
Brez vseh vas mi ne bi uspelo. Hvala! 
 
 
